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INFLUENCE EXERCEE 
SUR LA TUBERCULOSE DU COBAYE 
PAR LE BCG 
ADMINISTRE PAR SCARIFICATIONS one 


par L. NEGRE et J. BRETEY.- 


_ Depuis que le BCG est utilisé dans la vaccination contre la: 
~ tuberculose des enfants nouveau-nés et des sujets anergiques de 


tous ages, de nombreux auteurs ont essayé de se rendre compte 


sil a une action curative sur cette maladie. Ils ont injecté dans 


- ce but a plusieurs reprises de faibles doses de ce germe sous la 
peau ou dans le derme de sujets atteints de diverses formes de 
_tuberculose. A part les incidents locaux (formation de nodules 


_ et d’abeés) que ces injections peuvent provoquer, il ne semble 
pas qu’elles aient entrainé, 4 quelques exceptions prés, des réac- 


a 


‘tions focales ou générales préjudiciables, mais elles n’ont pas 


-retardé l’évolution des lésions. 
_ Pas plus que ces essais cliniques, }’expérimentation sur les ani- 


a maux n’a permis de mettre en évidence une action favorable 
~ exercée par les injections répétées de BCG sur le processus tuber- 
- culeux. D’aprés L. Négre et J. Valtis ainsi que d’aprés I. Bal- 


teanu, A, Toma et Ana Garaguli, l’ingestion répétée de bacilles 


F BCG par des cobayes venant d’étre infectés avec un bacille tuber- 


culeux virulent n’exerce aucune influence sur la marche de leur 


a infection. 


Des cobayes tuberculeux, traités par J. Lévitan, D. Lokhoff et 
_ \V. Krosmodemianski, au moyen. d’ injections sous-cutanées, répé- 


B thes tous les quatorze jours, de 1/500 4 3/500 de milligramme 
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de BCG, ont présenté les mémes lésions que les cobayes témoins ° 
non traités. Cependant leur survie aurait été plus longue et le pro- 
cessus tuberculeux aurait eu une tendance & prendre un caractere 
fibreux. 

Pour I: Balanesco, T. Veber et I. Gaspar, le traitement du 
cobaye par des injections sous-cutanées de.doses de BCG com- 
prises entre 0,001 mg. et 0,1 mg., faites tous les jours a partir 
de la date d’infection par un bacille tuberculeux virulent, reste 
sans action. A la dose de 0,1 mg., le BCG, administré de la méme 
facon, a une influence aggravante. Par contre, aux doses de 
0,1 mg. et de 1 mg., ce bacille, injecté tous les dix jours sous 
la peau, a paru avoir une légére action retardante sur le pro- 
cessus tuberculeux du cobaye. 

A. Radossavliévitch et.ses collaborateurs ont constaté que, chez 
des cobayes infectés par la voie sous-cutanée ou intrapéritonéale 
avec 0,001 mg. de bacilles tuberculeux virulents, des injections 
sous la peau de 2 A 4 millions de bacilles BCG effectuées les 
premier, cinquiéme, vingt-huitiéme et soixante-dix-septi¢éme jours 
aprés la date d’inoculation, n’ont pas modifié ]’évolution de la 
tuberculose. 

Les nouveaux, progrés effectués, depuis quelques années, dans 
la technique de la vaccination nous ont incités A reprendre ces 
recherches au point de vue expérimental. Les travaux de S. R. 
Rosenthal sur Ja vaccination par piqtres et les nétres sur la pré- 
munition ‘par scarifications ont prouvé qu’en introduisant le BCG 
par la voie cutanée chez le’cobaye, on obtient une allergie et une 
résistance antituberculeuse qui ont le triple avantage d’apparaitre 
précocement, d’atteindre une grande intensité et de durer long- 
temps (au moins trois ans). L’étude histologique, faite par 
J. Bretey de la peau du cobaye scarifié avec le BCG, lui a montré 
V’existence d’un petit. nodule cutané évoluant en six a huit semaines 
et formé de cellules épithélioides et de cellules géantes avec de 
nombreux bacilles qui se multiplient activement jusque vers le 
vingtiéme jour aprés la vaccination et disparaissent vers le quaran- 
tiéme jour. La dispersion des bacilles-vaccins est difficile A 
mettre en évidence. Aussi ne peut-on s’empécher de penser que 
I’établissement de cette lésion cutanée locale joue un réle impor- 
tant dans l’apparition de J’allergie et de: ]’immunité. i 

En clinique humaine, Marfan a mis en évidence: la protection 
exercée vis-a-vis d’une tuberculose pulmonaire par les écrouelles 
guéries de l’enfance et par les lésions lupiques, et certains clini- 
ciens ont constaté l’influence favorable, sur l’évolution d’une tuber- 
culose pulmonaire grave, d’une Iésion cutanée apparaissant au 
cours de celle-ci. Aussi H. Kutschera-Aichbergen préconise une 
méthode de. traitement de la tuberculose chronique des poumons 
et du larynx par des scarifications de la peau imprégnées de 
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bacilles tuberculeux virulents et vivants, qu’il répéte chaque mois. 
Cet auteur emploie. soit les bacilles tuberculeux isolés du malade 
qu’il veut traiter, soit des bacilles d’une souche trés virulente. 
Pour Kutschera-Aichbergen, cette méthode de traitement né 
réussit que lorsqu’on se sert de bacilles tuberculeux d’une trés 
grande virulence. Cependant, E. Coulaud et M"° G. Lécuyer ont 
signalé qu’ils obtiennent dans certains cas de bons résultats en 
Suivant la méme technique, mais en utilisant des bacilles tuber- , 
culeux morts. 

Nous avons done été amenés 4 rechercher si des scarifications 
cutanées avec le BCG, répétées a des intervalles plus ou moins 
rapprochés et avec des suspensions de ce germe A différentes 
concentrations, réussiraient mieux que.les injections sous-cutanées 
du méme bacille 4 modifier l’évolution de la tuberculose du 
cobaye. Celle-ci évolue avec une telle rapidité qu’on dispose de 
trés peu de temps pour que le traitement employé puisse agir. 
Aussi avons-nous traité par des scarifications cutanées avec le 
BCG non seulement des cobayes qu’on venait de tuberculiser, 
mais aussi d’autres cobayes qui ont été préalablement vaccinés 
par la méme méthode ou par voie sous-cutanée avant d’étre infec- 
tés avec un bacille tuberculeux virulent. Au moment ov ces 
cobayes ont été sacrifiés, leurs lésions ont été comparées avec 
celles des cobayes vaccinés non traités. 


I. — CoBAYES INFECTES PAR UN BACILLE TUBERCULEUX VIRULENT 
ET TRAITES AVEC DU BCG ADMINISTRE PAR DES SCARIFICATIONS 
CUTANEES. 


ExpEéRIENCE 1. — Le 29 janvier 1940, douze cobayes sont infectés en 
pratiquant 6 scarifications de 1 cm. sur la face interne de la cuisse 
gauche dans I goutte de la suspension en eau physiologique de la 
souche de bacilles tuberculeux humains 239, contenant 0,001 mg. de 
germes par centimétre cube. 

Huit d’entre eux subissent 4 partir du 31 janvier, deux: fois par 
semaine, 6 scarifications de 1 cm. de longueur dans I goutte d’une 
_ suspension de BCG contenant 100 mg. de germes par centimétre cube 
pendant le premier mois et 200 mg. pendant le second mois. Quatre 
cobayes sont conservés comme témoins. Ils sont tous sacrifiés le 
12 mars. 

Chez les traités comme chez les témoins, les ganglions sous-lom- 
baires atteignent un volume variant entre celuj d’un pois et celui 
d’une noisette. Chez les. cobayes traités, deux cobayes n’ont pas de 
lésions de la rate, quatre ont de 1 4 6 tubercules et deux de nombreux 
tubercules sur cet organe. Aucun d’eux ne présente de lésions sur le 
foie et les poumons. Chez les témoins, le premier cobaye n’a aucune 
lésion de la rate, le second aucun tubercule sur cet organe, mals 
quelques tubercules sur les poumons, le troisitme a 6 petits tuber- 
cules sur la rate, et le quatriéme de nombreux tubercules sur cet 
organe et quelques lésions sur le foie et les poumons. 
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Les cobayes traités ont donc présenté a peu prés les mémes 
lésions ganglionnaires et spléniques que les cobayes témoins, mais 
il semble que chez les traités,il y a eu, par rapport aux témoins, 
un léger retard dans la généralisation des lésions au foie et aux 
poumons. 


ExpériencE 2. — Le 8 février 1948, dix-neuf cobayes sont infectés 
par inoculation sous la peau de 1/5.000 de milligramme de la souche 
Hum. 239. Douze d’entre eux recoivent les premier, quinziéme et tren- 
tiéme jours aprés leur jnfection, 6 scarifications cutanées de 1 cm. de lon- 
gueur dans I goutte de la suspension de BCG contenant 20 mg. de ces 
germes par centimétre cube. Ils sont sacrifiés ainsi que les témoins le 
12 mars 1943. 

Chez les cobayes traités et: les cobayes témoins, les ganglions sous- 
lombaires varient, comme volume, entre ceux d’un pois et d’un hari- 
cot..Dans le lot des traités, quatre cobayes n’ont que quelques rares 
tubercules sur cet organe, tous les autres présentent de trés nombreux 
tubercules spléniques avec, dans la plupart des cas, un certain nombre 
de tubercules sur le foie et les poumons. Chez les cobayes témoins, 
deux n’ont que quelques tubercules sur la rate, les autres présentent 
de trés nombreuses lésions sur cet organe avec des tubercules plus 
ou moins nombreux sur le foie et les poumons. 

Aucune différence n’a donc été constatée entre les Iésions des 
cobayes traités et celles des cobayes témoins. 


EXPERIENCE 38. — Douze cobayes sont infectés, le 20 maj 1948, par 
inoculation sous la peau de 1/2.000 de milligramme de la souche de 
-bacilles tuberculeux humains 482. 

Sept d’entre eux recoivent, deux jours aprés, en quatre points diffé- 
rents, nuque, flancs et dos, 4 scarifications cutanées de 1 cm. de 
longueur dans I goutte de la suspension de BCG contenant 200 mg. 
de germes par centimétre cube. Cinq cobayes sont conservés comme 
témoins. 

Ils sont tous sacrifiés le 19 juillet suivant. Les cobayes traités et 
les cobayes témoins ont les mémes lésions : ganglions sous-lombaires 
dont les dimensions varient entre celles d’un pois et d’un haricot, 
assez nombreux tubercules sur la rate, absence de lésions sur le foie, 
quelques tubercules sur les, poumons. chez deux cobayes dans 
chaque lot. 


Malgré le traitement qu’ils ont subi par des scarifications multi- 
ples, les cobayes traités ont done présenté les mémes lésions que 
les cobayes témoins. 


I]. — Copayes vaccinés PAR LE BCG, INFECTES PAR UN BACILLE 
TUBERCULEUX VIRULENT ET TRAITES PAR LE BCG apMINISTRE 
PAR SCARIFICATIONS CUTANEES. 


Expirience 4. — Douze cobayes sont vaccinés le 15 juin 1942 par 
6 scarifications cutanées de 1 cm. de longueur dans I goutte de la sus- 
pension de BCG contenant 5 mg. par centimétre cube. 

Le 10 juillet suivant, ils sont infectés par inoculation sous-cutanée 
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de 1/5.000 de milligramme de la souche de bacilles tuberculeux humains 
239. Sept d’entre eux recoivent les 12 juillet, 21 aodt, 6 septembre et 
3 octobre, 6 scarifications cutanées de 1 cm. de longueur dans I goutte 
yisie suspension de BCG contenant 20 mg. de ces germes par centimétre 
cube. 

Cing cobayes sont conservés comme témoins. Ils sont tous sacrifiés 
le 13 novembre 1942. Il n’y a pas de différence entre les lésions des 
cobayes traités et celles des cobayes témoins. Dans les deux groupes, 
les ganglions sous-lombaires varient, comme volume, entre ceux d’un 
pois et d’un haricot. 

Chez les traités, trois cobayes n’ont aucune lésion sur la rate, les 
autres présentent quelques rares tubercules sur cet organe. Quatre 
cobayes n’ont aucune lésion sur le foie et les poumons, les trois autres 
n’ont que quelques rares tubercules sur l’un ou |’autre de ces organes, 

Chez les témoins, tous les cobayes ont des lésions de la rate, rares 
chez quatre d’entre eux, nombreuses chez le cinqu:éme; tous ont 
également d’assez nombreux tubercules sur le foie et les poumons. 


Si les cobayes traités et les cobayes témoins ont présenté a peu 
prés les mémes lésions des ganglions et de la rate, i] semble que 
chez les premiers, il y a eu un peu moins de tubercules sur | 
foie et sur les poumons que chez les seconds. 


EXPERIENCE 5. — Vingt cobayes sont vaccinés le 10 septembre 1942 
par 6 scarifications cutanées & la nuque dans 3 gouttes de la sus- 
pension de BCG contenant 20 mg. de germes par centimétre cube. Le 
25 novembre suivant ils sont infectés par inoculation sous-cutanée de 
1/5.000 de milligramme de la souche dé bacilles tuberculeux humains 239. 
Ces cobayes sont séparés en quatre lots. Ceux du premier lot sont traités — 
par 6 scarifications cutanées dans III gouttes de la suspension de BCG 
contenant 20 mg. de ces germes par centimétre cube aux dates suivantes : 
26 novembre 1942, 6 décembre 1942, 8 janvier 1943, 29 janvier 1943, 
11 mars 1948, 1° avril 1944 ; ceux du deuxiéme lot recoivent aux 
mémes dates le méme nombre de scarifications dans III gouttes d’une 
suspension de bacilles tuberculeux humains tués par la chaleur, conte- 
nant 20 mg. de germes par centimétre cube, afin de comparer l’action de 
ces derniers avec celle de bacilles vivants avirulents ; ceux du troisiéme 
lot ont été traités aux mémes dates par injection sous-cutanée de 2 mg. 
de BCG. Les cobayes du quatriéme lot ont été conservés comme 
témoins. Tous ces animaux sont sacrifiés Je 30 avril 1943. Aucune diffé- 
rence n’a été constatée entre les Iésions des cobayes de ces différents 
lots. Leurs rates avaient en moyenne 10 @ 15 tubercules. Dans chaque 
lot, quelques-uns d’entre eux, 4 peu prés dans la méme proportion, 
présentaient quelques tubercules sur le foie et les poumons. 


Expiérience 6. — La méme expérience est faite sur quarante cobayes 
divisés en quatre lots, mais vaccinés non par la voie cutanée, mais 
par injection sous-cutanée de 2 mg. de BCG. Un groupe de cobayes 
est conservé comme témoin. Les trois autres groupes sont traités de 
la méme facon que dans l’expérience précédente et aux mémes dates. 
Ils sont également sacrifiés le 30 avril 1943. 

Les résultats ont été les mémes que dans l’expérience précédente. 
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Dans l'une et-I’autre de ces expériences, il n’y a pas eu de 
différences appréciables entre les lésions des cobayes témoins et 
celles des cobayes traités. : 


, CONCLUSIONS > 


Chez les cobayes qui viennent d’étre infectés par inoculation 
d’un bacille tuberculeux virulent, le traitement par le BCG admi- 
nistré par des scarifications cutanées tous les quinze jours. ou 
tous les mois ne parait pas modifier l’évolution des lésions. S’il 
n’exerce pas une action retardante sur ces derniéres, il n’a pas 
non plus d’influence aggravante. Méme lorsque les scarifications 
sont faites avec des suspensions de BCG concentrées et sont répé- 
tées en des points multiples du corps, les cobayes traités n’ont 
pas plus de lésions que les cobayes témoins. Si une différence 
existe entre ces deux groupes d’animaux, elle serait plutot en 
faveur des cobayes soumis a ce traitement. Ceux-ci, dans certains 
cas, paraissent avoir une tendance moindre a la généralisation de 
leurs Iésions au foie et aux poumons. 

Les mémes résultats ont été obtenus chez les cobayes vaccinés 
par la voie cutanée ou Ja voie sous-cutanée et traités, aprés leur. 
infection par un-bacille tuberculeux virulent, soit par du BCG 
administré par des scarifications cutanées, soit de la méme 
maniére par des bacilles tuberculeux humains tués par la chaleur, 
soit par du BCG inoculé sous la peau 4 la dose de 2 milligrammes. 

Il n’y a eu, dans ces différents groupes d’animaux traités ni 
ralentissement, ni. activation du processus tuberculeux. 

Ces essais expérimentaux n’apportent done pas la preuve de 
Vaction curative du. BCG administré par des scarifications cuta-- 
nées 4 des cobayes tuberculeux, mais ils permettent d’éliminer — 
toute crainte sur les incidents que la vaccination par cette méthode 
pourrait déterminer chez un sujet porteur de lésions tuberculeuses 
latentes qui seraient restées méconnues. - 
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LES AGRESSINES BACTERIENNES 
ET LEUR ACTION FAVORISANTE SPECIFIQU 
SUR L’INFECTION (’) 


par A. BOIVIN et A. DELAUNAY. 


Depuis une quarantaine d’années, les discussions ont été nom- 
breuses autour de ]’existence méme et des propriétés des « agres- 
sines » de Bail, de ces substances a action favorisante sur |’in- 
fection que pourraient produire les bactéries pathogénes. Divers 
principes présents dans les filtrats des cultures sur bouillon, 
comme par exemple les leucocidines qui tuent les polynucléaires, 


les hyaluronidases (facteurs de diffusion) qui frayent un chemin - 


aux bactéries dans les espaces conjonctifs et les exotoxines nécro- 
santes qui offrent des zones dévitalisées 4 la pullulation des bac- 
téries et spécialement des germes anaérobies, ont certainement 
quelque action agressive. Mais, ainsi que nous l’avons montré 
dans des publications récentes (1), iJ est un constituant de maintes 
cellules bactériennes, leur antigéne somatique toxique (antigéne 
elucido-lipidique), qui présente & un haut degré les propriétés 
des agressines. Incapables d’exercer une action nocive sur les 
leucocytes qui ne sont atteints ni dans leur~motilité ni. dans 
leur pouvoir phagocytaire (2), les antigénes glucido-lipidiques 
entravent cependant la diapédése des globules blancs, c’est-a-dire 
leur sortie hors des vaisseaux au niveau des tissus infectés. Par 
la-méme ils jouent un rdle favorisant sur le déroulement des infec- 
bons qui ne montre aucun caractére de spécificité. C’est ainsi, 
par exemple, qu’on peut voir un antigéne de colibacille faciliter 


Ja pullulation des Salmonella (S. typhi-murium, etc.) ou encore 


du bacille du charbon, chez la souris. 

Certains auteurs (Rosenow, Tchistovitch et Yourevitch, Dud- 
geon et ses collaborateurs, etc.) ont cru pouvoir ramener les 
agressines de Bail 4 des antiopsonines, qui exerceraient leur 


*Note présentée a la séance du 2 mars 1944 de l’Association des Micro- 
biologistes de Langue francaise. 

(1) A. Borvin et A. Detaunay. C.>R. Soc. Biol., 1942, 436, 704 
et 1943, 137, 585 ; Bull. Acad. Méd., 1943, 427, 274 ; Rev. Immu- 
nol., 1942,-7, 193, et 1948 (sous presse). ey Ae 

(2) A. Detaunay. C. R. Soc. Biol., 1942, 136, 729 et 1943 (sous presse) ; 
Rev. Immunol.,. 1942, 7, 208. 
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~ action pro-infectieuse en neutnalisant spécifiquement les opso- 


nines correspondantes. En fait, depuis lors, diverses observations 
sont venues révéler la possibilité; pour le polysaccharide d’un 
type donné de pneumocoque, d’exercer in vitro une action anti- 
opsonique a l’égard de ce type (Sia, Ward, Enders, etc.) et in 
vivo une action favorisante sur |’infection, par ce méme type, des 
sujets immunisés (Felton). 

L’anticorps (anticorps O) correspondant 4 un antigéne glucido- 
lipidique (antigéne O) n’étant rien d’autre que l’opsonine valable 
contre le germe considéré, nous devions nous demander si un 
tel antigéne ne pourrait pas ajouter quelque effet agressif spéci- 
fique a l’effet agressif non spécifique, dont nous avons antérieu- 
rement démontré la réalité et importance. Comme on va le voir, 
1expérience a prouvé le bien-fondé de notre attente. 

Un antigéne glucido-lipidique est doué d’une action antiopso- 
nique spécifique, qu’il est aisé de mettre en évidence par une 
expérience intégralement conduite in vitro. Mélangeons, par 
exemple, une suspension de B. typhiques smooth vivants (souche 
possédant seulement l’antigéne O classique du B. d’Eberth), un 
immunsérum renfermant l’anticorps O correspondant et un 
exsudat péritonéal riche en polynucléaires (cobaye préparé avec ' 
du bouillon), puis abandonnons le tout A 87° : la phagocytose se 
poursuit trés activement par suite de l’effet- opsonisant. spécifique 
de l’anticorps O. Réalisons, d’autre part, un témoin contenant — 
seulement les bactéries et l’exsudat : en l’absence d’anticorps, la 
phagocytose se déroule lentement. L’adjonction d’antigéne glu- 
cido-lipidique O du B. d’Eberth diminue beaucoup l’effet opso- 
nisant de l’immunsérum, alors qu’elle ne perturbe en rien la lente 
phagocytose sans sérum; dans le premier cas, en effet, une 
concurrence s’établit, pour Ja fixation de l’anticorps O, entre les * 
corps bactériens (sensibilisation a la phagocytose) et l’antigéne 
libre amené en solution (précipitation). Si on laisse préalable- 
ment en contact, durant quelques minutes 4 37°, l’immunsérum 
et Vantigéne, avant de les mélanger aux bactéries et aux poly- 
nucléaires, on ne trouve plus trace d’effet opsonisant : l’antigéne 
(employé en excés) s’est combiné a ]’anticorps et il ne reste plus 
d’anticorps libre pour opsoniser les bactéries. Notons que des 
constatations tout a fait analogues peuvent étre faites en suivant 
au microscope non plus la phagocytose des bactéries par les leu- 
cocytes, mais leur simple agglutination sous l’action de l’anti- 
corps O. L’adjonction d’antigéne O au mélange _bacté- 
ries + immunsérum géne Il’agglutination sans |’abolir (concur- 
rence pour la fixation de l’anticorps); le contact préalable de 
l’antigéne (excés) et de l’immunsérum supprime tout pouvoir 
agelutinant (neutralisation totale de l’anticorps, par combi- 


naison). 
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Aprés cela, on ne peut douter qu’in vivo un antigéne glucido- 
lipidique doive doubler d’une action agressive spécifique (neutra- 
lisation de lopsonine) son.. action agressive non . spécifique 
(entrave a la diapédése des leuéocytes). Mais il ne parait guére 
possible d’obtenir, a l’état pur, la manifestation de la premiére 
de ces deux actions. La difficulté peut étre tournée en recourant 
non plus A un antigéne mais 4 l’hapténe polysaccharidique cor- 
respondant, dépourvu ‘de toute toxicité et de tout pouvoir inhibi- 
teur sur la diapédése, mais aussi capable que l’antigéne de se 
combiner spécifiquement a l’anticorps O. On sait qu’un tel 
haplténe s’obtient en soumettant |’antigéne au chauffage en milieu 
faiblement acide. Voici l’expérience que nous avons instituée et 
qui nous a permis de controler l’existence d’un effet agressif spé- 
cifique, lié 4 la neutralisation, in vivo, de l’anticorps opsonisant. 


Des souris blanches (20 g.) sont vaccinées par 6 injections intrapéri- 
tonéales d’antigéne glucido-lipidique du B. d’Aertryck (doses s’éche- 
lonnant de 0,001 mg. a 0,050 mg. ; 2 injections par semaine). Une 
semaine aprés la derniére injection vaccinante, elles sont infectées 
expérimentalement par inoculation, dans la veine, de 30.000 B. d’Aer- 
tryck vivants (souche de virulence moyenne). Deux lots sont faits 
parmi les animaux. Les souris du premier lot ne subissent plus aucun 
traitement. A chacun des animaux du second lot on injecte dans le 
péritoine, 1 mg. d’hapténe du B. d’Aertryck et l’on répéte cette injection 
les quatre jours suivants (chaque souris de ce lot recoit ainsi, au total, 
5 mg. d’hapténe). Des animaux témoins (non vaccinés) sont infectés 
de méme et sont également divisés en deux lots, dont l’un seulement 
recoit les 5 mg. d’hapténe. Tous les animaux sont suivis pendant 
vingt jours apres l’inoculation infectante. Le tableau ci-dessous 
résume nos constatations : 

i NOMBRE 


de souris ee 
Srecisen surviyantes 
Animaux vaccinés : ce 
Sans administration d’hapténe. ......... 27 48 
Avec administration dhapténe. ......... 25 3 
Témoins : 
Sans administration d’hapténe. ......... 26 2 
Avec administration d’haptéme. ......... 26 0 


L’effet agressif de l’hapténe sur les animaux vaccinés, est donc 
évident. 

En conclusion, un antigéne glucido-lipidique exerce une action 
favorisante sur les infections qui relévent d’un double mécanisme : 

1° D’un mécanisme non spécifique : effet inhibiteur général de 
l’antigéne sur la diapédése, ayant pour conséquence d’empécher 
lafflux des leucocytes aux points infectés par des bactéries quel- 
conques ; 


2° D’un mécanisme spécifique : effet neutralisant sur l’anti- 


: opsonine = répondant a i Weuetera, Woh pro- =f 
ues mais, de toute évidence, cet effet ne peut se — 
ester que pour autant que le sujet est doué d’une certaine 
ae nw. éa Pégard de la bactérie infectante (immunité succédant 
a une infection apparente. ou occulte ou immunité consécutive a 
‘une vaccination). 

— Liantigéne glucido-lipidique, que libere un germe au sein de- 
- Vorganisme infecté, ne peut done que favoriser la pullulation de 
ce germe in vivo, en apportant, et cela de deux fagons diffé- ae 
---_— rentes, une entrave aux défenses phagocytaires. Il y a.la une 
ey ~ action nocive importante des antigénes glucido-lipidiques, qui 
= -S'ajoute & celles qu’on connaissait déja et qui faisaient des anti- 
= genes en question les « endotoxines » des bactéries, endotoxines 
eee _capables de congestionner les viscéres et d’altérer Vendothélium Bi 
Bed Ces ‘eapillaires en déclenchant de nombreuses hémorragies 
_ -microscopiques, d’altérer gravement la muqueuse intestinale, de 

> © troubler — profondément la régulation glycémique, lactacidé-.. 
ee _mique, ete. ; ae ey 


LE POTENTIEL D’'OXYDO-REDUCTION 
AU COURS DE LA REGENERATION 
DES MILIEUX EMPLOYES POUR LA CULTURE 
DES ANAEROBIES 


(Institut Pasteur, Service des anaennutes [D* Privor] Perr 
et Service de Chimie biologique [D* Macepoeur].) — 


» 


Le concept d’anaérobiose a subi au cours des ace derniéres _ 


‘années une évolution importante. A la notion de toxicité de Voxy- ee 


gene moléculaire s’est substituée celle d’intensité réductrice — 
optimale 2 an germe anaérobie strict est un microorganisme qui 
réclame, pour sa croissance, une certaine intensité réductrice du ~ 
milieu environnant. Cette intensité réductrice, a la suite des tra- 


vaux de M. Clark et de ses collaborateurs (4), s’exprime actuelle- 


ment par une différence de potentiel et se représente par le sym- 
bole E,. Chaque germe, de méme qu’il ne se développe que dans: 
un certain intervalle de température ou de pH, ne croit qu’entre 
_certaines limites de E,,. Les aérobies stricts ne poussent que dans — 
une zone élevée de E , les anaérobies stricts dans une zone basse, _ 
les anaérobies facultatifs: dans les deux régions. D’une facon plus | a 
précise, quoique non absolue, les germes rangés dans le groupe 
des anaérobies, tel qu'il était antérieurement défini — a savoir 
Vensemble des microorganismes qui ne poussent pas sur les 
milieux ordinaires de la bactériologie en présence d’air — sont 
ceux dont le E,, de croissance a pour limite supérieure : — 0, 070 Veen 
a pH = 7,1 et 37°, d’aprés Aubel, Aubertin et Genevois (2). Lay 
limite inférieure de croissance de ces germes est, d’aprés les — 


par Marce. RAYNAUD et Max VISCONTINI. Re yen 


{raps 


mémes auteurs, — 0,436 v. Cette limite inférieure- est trés basse, 


‘si bien qu'il est exceptionnel que la croissance des anaérobies soit 
conditionnée par elle. En pratique, seule intervient comme facteur 
-réductif la limite supérieure. Ces notions semblent bien établies. 


_Elles reposent sur de nombreux résultats’ expérimentaux et sont 


complétement indépendantes des interprétations que l’on Pe 
donner du mécanisme physico- -chimique qui les conditionne. 

Les procédés classiques ‘de culture anaérobie, empiriquement 
réglés avant que ne soient connus les faits précédents, ont seule- 
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- ment pour effet d’amener les milieux utilisés A un E,, favorable a 
la croissance. Ces procédés peuvent étre groupés en deux grandes 
-_ eatégories : les uns comportent Vaddition aux milieux de culture, 

de substances réductrices, les autres sont basés sur |’exclusion 

de l’air des milieux de culture. L’extraction des gaz dissous dans 
_ le liquide a pour effet de « révéler » le caractére réducteur propre 
de ces milieux, caractére masqué auparavant par la présence — 
d’oxygéne moléculaire dont l’action antagoniste vis-a-vis des 
; substances réductrices naturelles du milieu empéche le départ de 
ja culture. On réalise, dans la pratique courante, ]’élimination de 

Tair par un chauffage préalable ; cette opération, A laquelle on 
donne le nom de « régénération », s’effectue en maintenant les 
tubes de milieu au bain-marie bouillant, pendant un temps variant, 
selon les expérimentateurs, de dix minutes A une demi-heure ou 

- -méme davantage. ; 

L’étude du potentie] d’oxydo-réduction des géloses profondes 
glucosées a été faite par A.-R. Prévot {8], par la méthode des indi-. 
cateurs colorés. Cet auteur a montré qu’aprés chauffage et 
solidification par refroidissement rapide, le r,, qui s’établit dans 

Ja gélose profonde, pendant les quelques jours qui suivent immé- 

-- diatement ces opérations, varie avec la profondeur, mesurée a 

partir de Ja surface libre. A.-R. Prévot a établi ainsi que la dispo- 
sition des colonies microbiennes en gélose profonde est fonction 
du r,-limite de croissance des germes envisagés. 

Dans le cas particulier de la culture des Spirochétes, R. Vin- 
zent et R. Daufresne [4] ont fait la mesure potentiométrique du 
Ena d’un milieu gélosé. En raison de ces travaux antérieurs, nous 
ne nous occuperons pas des milieux solides. 

La méthode de régénération appliquée au milieu liquide permet 
Ja culture de la plupart des anaérobies courants en bouillon glu- 
cosé, la surface libre restant en contact avec l’atmosphére. I) suffit 
pour cela que le rapport entre l’aire de la surface libre et le 
volume total de liquide exprimés dans Je méme systéme d’unité 

soit assez faible, de l’ordre de 1/10; c’est la le procédé classique 

de culture dite en « tube profond ». k 

On admet couramment que la régénération a uniquement pour 

_effet de chasser l’oxygéne dissous et c’est sur cette base théorique 

que le procédé a été réglé. Est-ce bien 1a le seul mécanisme qui 
se produit ? Ne se fait-il pas, lors du chauffage préalable, une 

transformation chimique ‘au cours de laquelle apparaissent, dans 
j le milieu, des corps nouveaux qui viennent modifier son pouvoir 
4 réducteur propre ? 
a Tel est le probleme que nous avons étudié. Nous exposons les 
4 recherches auxquelles il nous a conduits et. les résultats que nous 
avons obtenus A |’aide des techniques suivantes : 
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Les ‘milieux de culture répartis sous des volumes variables Dee. 
des récipients usuels, tubes a essai, fioles coniques, sont régénérés, - 
soit par chauffage au bain-marie pouillant pendant une demi-heure 
(tubes a essai), soit par passage a l’autoclave ouvert (grandes fioles 
-coniques). Ils sont ensuite refroidis en les entourant de glace, ou 
d’eau froide. On suit la température avec un thermométre nee 


dans Je milieu et préalablement stérilisé. Lorsqu’elle est un peu : 
au-dessus de 38° C, on remplace le tampon d’ouate qui assurait 


la fermeture des récipients par un bouchon en caoutchoue stérile, — 
percé d’un certain nombre dé trous, par ou parent les. elbarats 


nécessaires a la mesure, a savoir . aan 


~. 1°Pélectrode : fil de platine brillant, ‘soudé au fond: d’un mince 
tube de verre, fe oo du mereure pour assurer la connexion | 
électrique. 

2° le pont de KCl. Solan de KCl. saturée ealouee a 2 p- 100. 

3° suivant les cas, deux tubes, l?un plongeant profondément. hack 
le liquide pour J’arrivée des gaz, autre. urs court ca Jeur — 
départ. 

Le demi-élément milieu-électrode en. pieces brillant. ee associé 
a un demi-élément constitué par une. électrode de calomel. Le 
tout est placé a l’étuve a 37°. . 

La force électro-motrice de la pile ainsi ince est mesurée par | 
la méthode d’opposition avec un potentiométre du type Carpen- 
tier. L’appareil de zéro est un galvanométre A cadre mobile, sen- 
sible 4 10-° ampére. En faisant des mesures tous les quarts d’ heure 


environ et en prenant la précaution de ne faire passer le- courant ns 
que pendant le temps trés court nécessaire aux lectures, la polari- 
sation qui se produit lorsque la pile débite est pratiquement ge a, 


geable.. 


Le -potentiel d’ oxydo-réduetion est donné par la formule ie 
brique suivante, & 38° : . 


| 


E,. = 0,236. ue E mesurée. 


E mesurée est t affectée du signe + lorsque Vélectrode « en Hicuaee = 
est positive par rapport 4 ]’électrode au calomel. Elle est affectée 


du signe —.dans le cas contraire. Pour l’étude théorique du poten- — 
tiel d’ oxydo-réduction nous renyoyons aux ouvrages classiques _ 


(Bh 


Be) DiireRMINATION DU: Eytan, af Ws Cs oy Ae eee 


Di une facon Behera: le principe de. la détermination du E 
limite consiste A suivre la variation du E, en fonction de la durée 


d’une certaine action ne destinée a— assurer Levichion de — 


fe 


te 


y 


an 
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l’air du milieu de culture. Jusqu’ici trois procédés ont été ulilisés : 

a) Maintien sous une couche de vaseline. 

b) Courant d’azote a travers le milieu. 

c) Emploi du vide. 

a) La premiére méthode repose sur |’observation ancienne que 
la présence d’une couche de vaseline 4 la surface du milieu assure 
lanaérobiose du liquide sous-jacent. Dubos [6], en suivant, par 
des mesures colorimétriques, le E, du bouillon non glucosé, régé- * 
néré, refroidi et placé sous vaseline, a trouvé une baisse progres- 
sive du potentiel d’oxydo-réduction en fonction du temps. Le En 
tend lentement vers, une limite qui n’est’ atteinte qu’en sept jours. 
Dubos a montré, en méme temps, fait déja connu par ailleurs, que 
Vanaérobiose assurée par ce dispositif n’est que relative, car la 
diffusion de l’oxygéne se fait a travers ]a couche de vaseline et 
entraine une recoloration de la zone superficielle du milieu. La 
lenteur de ]’établissement du E,, limite, dans ces conditions, permet 
de penser que les substances réductrices responsables ne sont 
contenues qu’en faible quantité dans le milieu et ont un effet de 
« capacité » (capacity effect) trés faible. Par ailleurs, la vaseline 
étant perméable a l’air, le E,, terminal est certainement supérieur 
au E, limite vrai du milieu et correspond seulement a un certain 
état d’équilibre entre |’air qui pénétre par diffusion et les substan- 
ces réductrices. Nous n’avons pas utilisé cette technique en raison 
de son inefficacité relative confirmée par les expériences de Boyd 
et Reed [7] qui ont trouvé que par barbotage a travers le milieu 
d’azote purifié, on obtenait une valeur du E,-limite toujours plus 
basse que par maintien sous une couche de vaseline. : 

b) L’emploi du courant d’azote comme moyen de désaération 
dans ]’étude du E, est da A J.-B. Coulter [8] qui a montré qu’en 
faisant passer de |’azote purifié 4 travers un milieu de culture, on 
observait une baisse du E,, qui tend, assez rapidement, en cing a 
six heures, vers une limite. Cette limite correspond A |’intensité 
réductrice propre du milieu. Dans leur travail déja cité [7] Boyd 
et Reed ont confirmé ce fait et montré, de plus, que le passage de 

-Pazote ne provoque aucun phénoméne électrique supplémentaire. 
L’azote, en effet, ne donne pas avec le platine de potentiel gaz- 
métal, comme on en observe avec l’hydrogéne. 

c) La technique de désaération par le vide a été plus rarement 
employée pour les mesures du potentiel. d’oxydo-réduction, en 
raison des difficultés supplémentaires qu’elle présente. La gélose 
du pont de KCl ne résiste, en effet, que pendant un temps limité 
a la force créée par le vide. Plotz et Geloso [9] ont tourné la diffi- 
eulté par l’emploi d’un dispositif particulier, pour la description 
duquel, nous renvoyons a l’article original. Le pont de KCl. est 
remplacé par une couche d’électrolytes absorbée le long des parois 
du tube et la F. -E.-M. de la pile de concentration ainsi formée 


serait HeuliaeaiNe. a6 r Sie & 0,030 v. , @apres les ane at 
_ avons préféré le dispositif suivant (fig. 1). Le bouillon, sous lee 
volume de 50 cm, est contenu dans un tube de diamétre assez 
fort : 3 cm. On remplace le bouchon d’ouate par un bouchon 


— stérile en cao es, trous: par ott bees Vélectrode, le us 
> Ae, og 
Vide : 


RIES 


ee 


Fie. 4. — Tube servant a faire lees mesures de {Ex"fen® atmosphére coulnke ia 

- d’azote, aprés action du vide. A, partie effilée soudée aprés remplissage _ 
d’azote; E. électrode de platine brillant; P, pont gélosé de KCl saturé; Rea 
robinet a trois voies. 


7 

4 

4 

4 

“ia pont de KCl et un tube contenant entre deux etalon. an er 
pelit tampon de coton. Par ce tube on peut alternativement faire lene 

barbotage dans du pyrogallate de potassium. On fait le vide jus- 

qu’a ce que le liquide se mette & bouillir. L’ ébullition est mainte-'—— 4 

nue une & deux minutes. On fait ensuite entrer de l’azote. On 

recommence cing fois de suite |’ opération. Finalement on laisse le 

récipient rempli d’azote 4 une pression trés légerement supérieure YS 

a la pression atmosphérique et on scelle le tube d’arrivée au 


la vide que pendant un temps trés court. La diffusion du KC 


sion atmosphérique. 


de son catihare: Le pont de KCl. n'est ainsi soumis a l’action 


dans le milieu est négligeable. L’étanchéité de l'appareil est 
d’autant plus facile a assurer que latmosphére qui surmonte le 
liquide est composée d’azote A une pression supérieure a la \pres- 


.Mivreux ETupIEs. 


1° Eau Glucosée & 1 p- 100. — a) Solution de sees a 1p. 100 dans 


Peau distillée A pH 6,8 (fig. 2, courbe I). 


‘b) Solution de glucose a 1 p. 100 dans de la soude N/10 (fig. 2, 


EAU GLUCOSEE A 1% 
Cogn SEES ie a rs Se Ba 
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Fic. 2..— Ces deux courbes illustrent les différences que présentent la régéné- 
ration d’une solution glucosée en milieu neutre 4 pH 6,8 (courbe du haut) et 
la méme régénération en milieu alcalin, NaOH N/10 (courbe du bas). 


~ courbe ID. La régénération dans ce milieu trés alcalin, s’accompagne 


d’une caramélisation marquée. On neutralise ensuite jusqu’d pH 7. 
On sait en effet que le potentiel d’oxydo-réduction dépend, entre 
autres facteurs, du pH et de la température. Les mesures effectuées d 


pH constant, permettent d’éviter des corrections que l’on ne peut 


calculer que dans le cas de systémes théoriques simples, mais non 
dans celui d’un systéme aussi complexe que le bouillon. 

Beaucoup d’expérimentateurs n’ont pas cherché a séparer ces deux 
facteurs : 

pH de régénération. 
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‘Fia. 3, — La courbe I est obtenue aprés régénération par chauffage de 800°c.c. 
de bouillon ordinaire non glucosé dans un Erlenmeyer. La courbe Il repré- 
sente la méme expérience pour 800 c.c. de bouillon glucosé a 1 p. 100. La 
courbe IIl représente la méme expérience pour 800 c.c. de bouillon glucosé 
a 410 p. 100. ite =a wees 


EAU PEPTONEE | 


MILLIVOLTS 


Fic. 4, — La courbe I est obtenue aprés régénération par chauffage ue x00 c.c, 
deau peptonée ordinaire non glucosée, dans un Erlenmeyer. La courbe II 
représente la méme expérience pour de l’eau peptonée a 4 p. 100. 
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pH de mesure. 
Ils ont ajusté les'milieux de culture 4 un pH déterminé. Ils ont 
ensuite procédé a la stérilisation de ces milieux et mesuré le E,. Les 


courbes E, — pH qu’ils obtiennent sont donc des courbes complexes 
ot les deux facteurs envisagés plus haut interviennent. 
2° Bouillon. — Le bouillon utilisé est un mélange, ad parties égales, 


de bouillon viande-foie [40] et de bouillon-placenta [41]. 

Bouillon viande-foie : Produit de la digestion pepsique de chair mus- 
culaire et de foie, ramené A pH 7,2, précipité & 110° pendant une demi- 
heure. On ajoute ou non, suivant les cas, 1 p. 100 de glucose et l’on 
stérilise aux environs de 109°, sans atteindre jamais 110°. Le pH termi- 
nal est voisin de 7. 

Bouillon-placenta : Milieu analogue au précédent, dans lequel du pla- 
centa de femme seul a été soumis 4 la digestion pepsique. 

Les milieux suivants, A base de bouillon, ont été étudiés : 

a) Bouillon sans glucose additionnel (fig. 3, courbe ID. 

b) Bouillon glucosé 4 1 p. 100 (fig. 3, courbe II). 

c) Bouillon glucosé 4 10 p. 100 (fig. 3, courbe III). 

38° Eau peptonée a 10 p. 100 et salée (NaCl, 5 p. 1.000). — a) Sans 

glucose (fig. 4, courbe I). 
b) Glucosée 4 1 p. 100 (fig. 4, courbe II). 


RESULTATS EXPERIMENTAUX. 


Avant d’exposer nos propres résultats, nous rappellerons ceux de 
quelques expérimentateurs antérieurs : , 

R. Dubos (1929) [6]. Bouillon non glucosé, régénéré puis placé en 
anaérobiose sous vaseline. pH 7,8. d 

E,-limite = — 0,180 v., méthode colorimétrique : réduction complete 
de l’indigodisulfonate. 

P. Filders (1929) [42] : 


Ein SP LONGO sae re eens Fate. Ge eof Oo 0,020 v. . pH = 7,5 
(DOU LOMy ORUIRBIEC™ foc aria) Sco te. Shue ey etm 040 vi pH = 7,7 
IBGOMIGMIRIMCOSGr 9.25 5h) sao0 letaeias ox) ooh 0 0,200 v. pH = 7,6 


(méthode colorimétrique). 


Les résultats ci-dessous ont été obtenus par des mesures potentio- 
métriques : 

J. B. Coulter (1929) [8]. Bouillon non glucosé. Courant d’azote. 

E,-limite : — 0,050 v 4 — 0,060 v. 

J. B. Coulter et M. L. Isaacs (1929) [43]. — 0,085 v. &4 — 0,095 v. 

milieux et techniques analogues aux précédents. ; 

B. C. Knight [414]. Bouillon non glucosé, tamponné, courant d’azote. 


pH= 4,25 E;, — limite = + 0,070 vy. 
pH= 7,02 Ex— limite = — 0,083 y. 
pH= 9,30 Ex—limite =— 0,190 v. 
pH=10,47 Enx—limite = — 0,258 v. 


Nous ne reproduisons ci-dessus que quelques chiffres d’un tableau 
beaucoup plus complet donné par Knight et relatif & influence du 
pH sur le E,. 


E. eee et C. Martin, (2930 1]. ‘Viande hachée cuite ; He 


He see 
Ex — limite = — 0,170 v. A 
a 


Bouillon + fragments de viande, en présence d’air. 


Ex = — 0,200 v. Be ose ee 
H. Plotz et Geloso (1930) [9]. Bouillon. © 2 
- pH=7,4 En —limite=—0,198v. 
Se Ua pH=9 E, — limite =— 0,320 v. 
_ Boyd et Reed (1981) [7]. Bouillon pH = 7,3. gee 
‘Ey, limite = — 0,100 v. orate V'anaérobiose est assurée par - une 
couche de vaseline. ey 
E,-limite = — 0,140 v. dorstiue Ta désaération se fait par harbotoge tet 
d’azote.. ; Hecogte ey 


Sur un autre schantinen de bouillon — 0, 091 V. 


Comme on le voit par ce bref pappel ae eesaviate déja anciens 
des premiéres mesures effectuées, les divergences sont importantes — 
entre les auteurs. Elles relévent principalement, en dehors du pH, — 
de trois facteurs : 

1° Variation de composition des milieux de culture ; = 

2° Approximation des mesures. povemiic nei ques, eam 

8° Procédé de désaération. : = 

1° La variation de composition des milieux usuels est une des. 


grandes causes de divergence entre les résultats de beaucoup d’ex- 


périences bactériologiques. Pour éliminer cette source d’erreurs 


et rendre nos expériences aussi comparables entre elles que pos-. 


sible, nous avons employé le méme lot de Paepevalien pour LEAN SS 
milieu. déterminé. 

2° L’influence du deuxiéme iationr est connue. Elle heveit 
étre négligeable en principe, les mesures potentiométriques, dans 
un milieu stable se faisant facilement, 4 moins d’un millivolt prés, 
avec les appareillages couramment employés. Mais, en fait, sur 
un milieu aussi complexe que le bouillon, de ‘multiples facteurs 
occasionnels interviennent. Les mesures ne sont. reproductibles, 
sur un méme échantillon, qu’avec une approximation qui est de 
l’ordre de 0,010 4 0,020 v. Nos résultats, sur ce point, pone 
avec ceux des auteurs antérieurs. 

3° L’influence du troisiéme facteur a te moins euithice jusqu’ ici. 
Nous avons voulu |’examiner: préalablement. Dans ce but, nous 
avons déterminé le E;-limite, dans le vide azoté, d’une ae et; 
dans un courant d’azote, d’autre part. 

Par barbotage d’ azote, en bouillon glucosé a 1 p. 100 non régé 
néré, nous avons obtenu, pour le E;-limite, la valeur de — 0,090 v. 
(fig. 5, courbe I). 

Par action du vide azoté, suivant la technique ieenite ‘plus ne 


/ 


ra 
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a 


‘D). Le E;,-limite est de — 0,125 v. I] est atteint en un temps rela- 
_ tivement court : une heure quinze. I] persiste sans doute, au début, 


de potentiel de départ est déja trés bas : — 0,0100 v. (fig. 5, courbe 


_ de faibles traces d’oxygéne qui sont absorbées peu a peu par les 


corps réducteurs du bouillon. ~ 
Cette valeur est un peu plus basse que celle obtenue par simple 
courant d’azote, la différence entre les deux chiffres étant indiscu- 
tablement supérieure a l’ordre de grandeur des écarts acceptables 
qui est, nous l’avons déja dit, de 0,020 v. au maximum. Cette dif- 
férence s’explique vraisemblablement de la facon suivante. Le 
volume du liquide employé dans les expériences précédentes est 


_ BOUILLON GLUCOSE A 1% 
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oa ° 3 6 9 12 15 18 21 24 
Bs, ¢ j BEURES 
Fic. 5. — La courbe I est obtenue par le passage direct d'un courant d’azote, 


bulle & bulle dans 50 c.c. de bouillun glucosé & 4 p. 100 La courbe II est 
obtenue en atmosphére confinée d’azote, sur la méme quantité de bouillon. 


t 


relativement important : 50 cm’. Pour assurer la désaération, le 
courant d’azote doit étre assez rapide (300 bulles-minute). La puri- 
fication du gaz, qui se fait par barbotage dans le pyrogallate de 
potasse, n’est pas compléte a cette vitesse et le E, mesuré est, 
non pas le E,- limite vrai du milieu, mais le E;, correspondant- 
a léquilibre entre les substances réductrices du milieu et une 
quantité faible certes, mais non nulle, d’oxygéne dans le milieu. 
Pour vérifier cette hypothése, nous avons effectué une série de 
‘mesures dans les tubes de 14 mm. de diamétre contenant seule- 
ment 5 cm* du méme milieu (bouillon glucosé a 1 p. 100). La 
désaération peut alors étre assurée par un courant plus lent (100 
bulles-minute). Le E,- limite s’établit en un temps beaucoup plus 
court (quinze minutes) et présente une valeur plus basse : — 0.105 v. 
qui se rapproche davantage de celle obtenue aprés action du vide 


— azoté (fig. 6, courbe II). Celle-ci reste cependant nettement plus 


Bases, ef doit. étre. ice comme mesure au Er 
milieu étudié, soit — 0,125 v. 


Comparons maintenant a ce hiffre, les aegis les plus basses r 


obtenues en suivant Ja variation du E, en fonction du temps, 
apres régénération (fig. 3). Nous avons trouvé, pour le bouillon 
glucosé a 1 p. 100 (800 cm® en Erlenmeyer de 1 de 0, 100 ve 
environ. Le chiffre est trés voisin du Ey, -limite vrai. - 

Donec, au cours de la période qui suit la régénération, le mien 


—montre, bien que sa surface libre soit au contact avec l’air, une 


lari du E,, qui finit par atteindre un minimum voisin ' a Er limite 
du milieu. 
La forme des récipients et le volume. ai haus employés, condi 
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 MILLIVOLTS — 


; HEURES : 
Fie. ya — Lacourbe I est obtenue aprés régénération par chauffage de 5 c.c. . de 
bouillon. La courbe III est obtenue, au cours de la méme expérience, par 
passage d’un courant d’azote, bulle a buile. La courbe Il est obtenue par pas- 
sage direct d’azote dans 5 c.c. de bouillon. 


a 
) 


tionnant. le os Sy interviennent dans ‘Vallure de 
la courbe. 


La courbe I de la figure 6 rapporte la variation du ae en 


¢ 
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= 
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fonction du temps dans un tube a essai de 14 mm. de diamétre ~ 


contenant 5 cm*® de bouillon glucosé a 1 p. 100, régénéré par 
chauffage comme nous |’avons précédemment décrit. On voit que 
le minimum atteint n’est pas trés bas : — 0,040 v. Le E, remonte 
-cependant rapidement. Si on fait passer alors un courant d’azote, 

on obtierit comme valeur limite — 0,090 v., ce qui montre que le 
minimum donné par la régénération est ici bien au-dessus du Ey, - 
limite. Cette courbe explique: de facon démonstrative, pourquoi, 
malgré la régénération préalable, le bouillon glucosé a 1 p- 108, 

en tubes de 44 mm. et sous le volume de 5 cm* ne permet pas la 


culture des anaérobies a l’air libre. Le rapport S/V, de l’ordre | 


de’ 0,3, est tel que Velfet de la rentrée air est. considérable et, 


i 
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qu’a aucun moment, le E, ne baisse jusqu’A une mises suffisante 
pour permettre le développement. 

Le méme milieu, réparti sous le volume de 800 cm’, dans un 
Erlenmeyer de un litre (rapport S/V voisin de 0,1) montre une 
baisse considérable du E, qui atteint — 0,100 v. (fig. 3, courbe II) 
et se maintient aux environs de cette valeur pendant quatre heures. 
Le niveau minimum atteint est assez bas pour permettre la culture 
des anaérobies qui y poussent, on le sait, effectivement. 

Retenons de ]’étude de ces deux cas extrémes, la nécessité, pour 
comparer les comportements de différents milieux, au cours de 
la régénération, de les étudier dans des récipients identiques et 
sous le méme volume. 


CoMPARAISON DE DIVERS MILIEUX. 


Les courbes I, fig. 3 (bouillon sans glucose) et I, fig. 4 (eau pep- 
tonée sans glucose) montrent que le minimum atteint aprés régéné- 
ration est plus bas pour le bouillon simple que pour |’eau peptonée 
simple. 


Hao peproncess.: 2-3) os. 2S 2.) En — minimum = + 0,060 v 
Bourllomsmiple ss. «803,58 -. : ~.. Ep, —minimum =— 0,040 v 


Aucune de ces valeurs n’est en principe assez basse pour per- 
mettre la culture des anaérobies stricts qui ne poussent, en 
moyenne, qu’au-dessous de — 0,070 v. Mais, cependant, comme 
certains anaérobies poussent pour des valeurs supérieures a 
— 0,70 v., ces milieux permettront encore la culture a l’air de ces 
derniers, surtout si l’on utilise l’action adjuvente d’un inoculum 
important. Mais, les résultats sont inconstants et variables avec 
les espéces ; ceci correspond bien aux faits observés. Le bouillon 
non glucosé, employé dans les conditions déja précisées (800 cm? 
dans un Erlenmeyer de 1 1.) permet, aprés régénération, la cul- 
ture a l’air de certains anaérobies assez tolérants, mais non celle 
des anaérobies trés stricts. 

La comparaison des courbes I et II de la figure 4 et celle des 
courbes, I, II, III de la figure 3 montrent ]’influence manifeste de 
V’addition de glucose sur le E, - minimum atteint aprés régénéra- 
tion et par JA méme sur le E,, - limite vrai du milieu. 

Au taux de 1 p. 100, Je glucose ajouté avant stérilisation permet 
d’obtenir : 

Avec l’eau peptonée, un E, - minimum de — 0,150 v. 

Avec le bouillon, un E;, - minimum de — 0,100 v. 

Ces deux valeurs montrent que les milieux ainsi constitués pos- 
sédent, aprés régénération, un E;, compatible avec la croissance 
des anaérobies stricts, mais le E, est beaucoup moins stable en 
eau peptonée qu’en bouillon. 


‘bouillon glucosé a 1 p. 100. 
~ Cette action du glucose est bien connue [46, 47}. Elle n’est pas 
due au pouvoir réducteur propre de cet ose. La courbe I de la 


figure 2 montre que les solutions de glucose stérilisées, lorsqu’elles - 


ont été chauffées a pH 6,8, ne manifestent, aprés régénération, 


aucune tendance a développer un potentiel négatif d’oxydo-_ 
réduction. Par. contre, lorsque la régénération a été pices on 
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Fic. 7. — La sreniere partie de te dourke est Sateane par le passage direct 
d’azote, bulle & bulle, dans 5 c.c. de bouillon ordinaire non glucosé. En A, on 


a ajouté une solution de glucose ordinaire stérilisé, aux environs de la neu- — 


tralité. En B, on a ajouté une solution stérilisée de elucuse degeremeut évolué— 
dans la soude N/410. 


ee figure 3 Se AWE de reconnaitre ]’influence du taux ie glucose - 
ajouté, aussi bien sur l’intensité réductrice du milieu que sur sa_ 
« capacité ». La baisse en bouillon glucosé 4 10 p. 100, est, apres” 
régénération, a la fois plus importante et plus durable 0 en tis 


Pe se 


ea 


milieu alpine (soude déci-normale), on voit (fig. 2, courbe 11 qu pi Whee 


existe. dans la solution de glucose ainsi traitée un systéme oxydo- 
réducteur qui présente un E, trés bas et un effet de « capacité » 


“marqué, puisque la remontée, sous |’ influence de l’air, nes effectue 
que trés lentement. 


Apres régénération, (addition au bouillon d’une solution - de 


glucose stérilisée 4 part, en milieu non alcalin ne modifie pas le 
E, du milieu (fig. 7, courbe I), tandis que l’addition A ce méme 
bouillon de quelques centimétres cubes d’une solution de glucose 
trés légérement « évolué » dans une solution de soude N/10 
abaisse le E;, du milieu 4 — 0,030 v. (fig. 7, courbe II). 

Le glucose n’agit done pas par son pouvoir réducteur propre, 

mais par ]’action des corps réducteurs résultant de sa aecinpeet 
sition. Celle-ci ne se produit, en solution aqueuse pure, que pour 
un pH nettement alcalin. Dans l’eau peptonée ou dans le bouillon, 
elle s’effectue 4 un pH voisin de la neutralité. On comprend done 


en a ee Oo ee 


— 


ee ee ee ee a en 


st aoe 


que le plies. ne Savor! la culture des anaérobies a l’air libre ~ hee 


que s'il est introduit dans le milieu avant stérilisation ou régéné- 


ration. 


Le glucose et ses produits de transformation ne sont pas les 
seuls corps réducteurs présents dans les milieux de culture. 
D’autres substances ont été considérées comme responsables du 
pouvoir réducteur propre de ces milieux. Dans le cas des bouillons 


_additionnés de fragments de viande, E. Lepper et C. Martin [45] ont 


fait intervenir les lipides non saturés, qui fixeraient l’oxygéne 
moléculaire et qui réagiraient ensuite avec le systéme hémochro- 


-mogéne-hématine. Le plus souvent, on estime que les corps sul- 


fhydrylés des protides, en particulier les systémes cystéine-cystine 
et glutathion réduit-glutathion assument la plus grande partie du 


pouvoir oxydo-réducteur des milieux de culture. Les expériences — 


que nous avons rapportées permettent de limiter la part que ces 
systemes peuvent éventuellement prendre a 1’établissement du 
En propre du milieu. Quand on n’ajoute pas de glucose a ce der- 
nier, le E,,-minimum est beaucoup plus élevé que lorsque le méme 


milieu a été additionné de glucose avant régénération. 


SANS GLUCOSE AVEC GLUCOSE 


Battpeptoneecns) oe s-. Sse e - +0,060 v. — 0,150 v. 
ROELOM emer else ate, in eS cei ea tee — 0,040 v. — 0,100 v. 


En admettant que Je pouvoir réducteur du bouillon simple non 


glucosé soit da uniquement aux substances autres que le glucose 


(ce qui ne constitue qu'une approximation, dans le cas du bouillon, 


ear ce dernier contient toujours du glucose provenant du muscle, 
foie ou placenta, servant 4 sa préparation), on voit que ]’addition ~ 


de glucose, avant régénération, exerce une influence considérable, 
beaucoup plus importante que. celle de l’ensemble des autres corps 
réunis, aussi bien en ce qui concerne Vintensité réductrice des 


_milieux de culture que leur résistance a |’oxydation. Cette action 


est due, non pas au glucose lui-méme, mais aux substances qui 
résultent de. sa décomposition sous ]’influence de la chaleur en 
milieu alcalin et qui ne persistent sous leur forme réduite que 
pendant un temps assez court, aprés le chauffage des milieux. 


3° CoNCLUSIONS. 


1° Le E,-limite des milieux de culture liquides peut étre déter- 
miné par une méthode combinant l’action du vide et celle de 
l’azote. Il s’établit par cette technique, dans un délai assez court, 
de l’ordre de une heure. 

2° Pour le mélange a parties égales de bouillon viande 
fraiche + bouillon placenta, glucosé 4 1 p. 100, le E;-limite a été 


trouvé égal 4 — 0,125 v. 
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3° Le passage d’azote bulle a bulle, a travers le milieu, assure 
une désaération toujours plus lente et qui reste incomplete si 
l’azote n’est pas débarrassé de toute trace d’oxygeéne. 

4° Aprés chauffage préalable et refroidissement consécutif, 
le E, des milieux liquides, dont la surface libre est maintenue au 
contact de l’air passe par un minimum. La valeur de ce minimum 
varie suivant le rapport de la surface libre au volume total du 
liquide (S/V). Pour des valeurs élevées de ce rapport, de l’ordre 
de 0,3, cette valeur minima est de — 0,040 v (bouillon glucosé), 
pour des valeurs plus faibles, de l’ordre de 0,10, le minimum 
atteint se rapproche du E,-limite du milieu : — 0,100 v (bouillon 
glucosé). 

5° L’addition de glucose au milieu avant le chauffage produit, 
aprés la régénération, une baisse du minimum du E,, comme le 
montre le tableau suivant : 


E; MINIMUM’ AU CONTACT DE L'AIR 
OOS t—S 


sans glucose avec glucose 
Bale PCPtoneOigd cawemeign pancohsmeeaeaes + 0,060 v. — 0,148 v. 
Bovulonie ium a come We utewiet nese — 0,040 v. — 0,100 v. 


6° Cette action du glucose ne s’observe pas si cet ose, stérilisé 
séparément en milieu non alcalin, est ajouté au milieu aprés le 
‘chauffage de celui-ci. 

7° L’effet-tampon d’oxydo-réduction est d’autant plus marqué 
que la quantité de glucose, ajoutée avant régénération, a été plus 
importante. 

8° Le glucose agit, non par son pouvoir réducteur propre mais 
par celui des substances qui résultent de sa décomposition sous 
Vinfluence de la chaleur et au contact du bouillon. 
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AFFINITES DES PROTEIDES POUR LE CUIVRE = 


par M. MACHEBOEUF et M. VISCONTINI. — 


ces ee (Institut Pasteur, Service de Chimie biologique-) Af 


Si l’on place du sérum sanguin dans un dialyseur en collodion 
et que l’on plonge ce dialyseur dans une solution trés diluée de _ 
cuivre (2 mg. de cuivre par litre, par exemple), le contenu du 
dialyseur prend progressivement une teinte verdatre et des quan- 
tités importantes de cuivre s’y accumulent 4 la longue, comme si 
les protéides étaient capables de capter le métal, méme lorsqu’il ~ 
n’est présent qu’a trés faible concentration. L’intérét de ce phéno- 
méne nous semble grand, étant donné ce que |’on sait sur le — 


captage de certains ions par les radicelles ou les myceliums et sur — 
l’influence de trés faibles quantités de ces ions sur les végétaux. Ce 
probléme a, d’autre part, des accointances avec la question trés — 
générale des affinités des protéides. x Real stele 8 

Pour montrer |’importance du phénoméne de captage de cer- 


tains ions par les végétaux, il nous suffit de rappeler que Raulin — 


a déja vu depuis fort longtemps que le Sterigmatocystis nigra “ 


est trés sensible a Vaction toxique de quantités infimes de sels 
d’argent, de mercure, de plomb ou de cuivre. Plus tard, 
Devaux [4], aprés avoir étudié la fixation de traces de plomb par 


certaines algues, signala des phénoménes identiques pour le ~ 
cuivre, tandis que Coupin [2], Deherain et Demoussy [8], préci- _ 
- sajent Vaction de ce méme métal sur les végétaux inférieurs. A la 
dilution de 1/700.000.000, le sulfate de cuivre est encore capable 


- d’entraver le développement des radicules des graines de blé ou 


de lupin. Tous ces auteurs s’accordent pour dire que le cuivre agit 


plus particuliérement sur le protoplasme des jeunes cellules des 
radicelles, mais sans donner plus d’explications sur le processus 


chimique de cette action. Comment ne pas faire le rapprochement 
entre la fixation d’infimes quantités de cuivre par les végétaux et 
le captage du cuivre par les protéides du sérum sanguin placé 


dans le dialyseur ? I] s’agit trés probablement de phénoménes ana- 


logues dont ]’étude, dans le cas relativement facile du sérum, peut — 


éclairer le cas général. a 


TECHNIQUES EXPERIMENTALES. — Nous avons utilisé du sérum de. 


cheval normal, dans lequel nous avons au préalable dosé la quan- 
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tité de cuivre présente spontanément. Nos dialyseurs en collodion, 
munis d’un dispositif de contre-pression équilibrant l’endosmose, 
étaient préparés suivant la technique habituelle de notre labora- 
toire [4]. Les dosages de cuivre ont été effectués colorimétrique- 
ment par deux techniques: 1° Lorsque les quantités de cuivre 
étaient suffisantes, par détermination électrophotométrique de la 
couleur bleue donnée par l’ammoniaque ; 2° Lorsque la quantité 
de cuivre était plus faible, par détermination électrophotométrique 
au moyen de la couleur verte donnée par le sel de Spacu, en 
solution dans le chloroforme [5, 6, 7]. Les courbes d’étalonnage 
ont été construiles a partir d’une solution de sulfate de cuivre dont 
le métal a été dosé par électrolyse. 


PROTOCOLE DES EXPERIENCES. 


1° DIALysE VIS-A-VIS D'UNE SOLUTION TRES DILUKE DE CUIVRE. — 
Le sérum ulilisé dans cette expérience contenait 1,2 mg. de cuivre 
par litre (teneur normale). Nous avons préparé trois dialyseurs ° 
aussi semblables que possible et, dans chacun d’eux, nous avons 
placé 20 c. c. de sérum. Le dialyseur n° 1 (témoin) fut plongé 
dans de |’eau bidistillée. Le dialyseur n° 2 fut plongé dans un 
erand volume d’une solution d’un sel de cuivre contenant 2 mg. 
de cuivre par litre, ow il resta pendant cing jours. Le liquide exté- 
rieur était renouvelé deux fois par jour. Le dialyseur n° 3 fut 
plongé dans une solution identique de cuivre, également renou- 
velée deux fois par jour, mais le contact fut prolongé pendant dix 
jours. Les dosages de cuivre ont donné les résultats rassemblés 
dans le tableau n° 1. 


TaBLEAD 1. 


TENE! R 


TENEUR DUREE en cuivre 
NUMEROS en cuivre du contenu 
du liquide extérieur de la dialyse _des dialyseurs 
des dialyse irs en milligrammes ; en fin d’expérience 
par litre en jours en milligrammes 


par litre 


Un premier fait se dégage de ces résultats ; le pouvoir de cap- 
tage du cuivre est trés intense. Il conduit en.dix jours 4 une 
concentration dans le dialyseur, cinquante fois supérieure a la 
concentration dans le liquide extérieur. D’autre part, la quantité 
pénétrée dans le dialyseur est proportionnelle a la durée de l’expé- 
rience. L’un de nos résultats peut paraitre surprenant, c’est celui 
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qui correspond a notre témoin. En effet, le sérum utilisé dans cette 
expérience contenait initialement 1,2 mg. de cuivre par litre et le 
contenu du dialyseur témoin, a@prés dix jours, contenait 3 mg. de 
cuivre par litre ; or, ce dialyseur n’avait été en contact qu’avec de 
eau bidistillée. Nous avons vérifié ce fait et nous devons conclure 
que maleré les précautions prises notre eau bidistillée contenait 
des traces infinitésimales de cuivre, non décelables par une 
recherche quantitative mais suffisantes pour que le contenu du 
dialyseur les capte et les accumule au cours des dix journées 
d’expérience et, comme le volume d’eau bidistillée utilisé ici était 
tres grand, la quantité de cuivre captée finit par étre appréciable 
au dosage. Notons qu’au cours de l’expérience ci-dessus, pendant 
les dialyses, il est naturellement apparu, dans tous les dialyseurs, 
un précipité d’euglobulines. Pour effectuer nos prélévements en 
vue des dosages, nous avons, chaque fois, homogénéisé soigneu- 
sement par agitation. 


Conclusions de ce premier essai. — La fixation du cuivre par 
le sérum peut se faire aussi bien a partir de solutions ou sa 
concentration est chimiquement indécelable qu’a partir de solu- 
tions plus concentrées. Le pouvoir de captage est vraiment consi- 
dérable. Notons, en outre, que |’évolution de la précipitation des 
euglobulines, au cours de la dialyse, est trés fortement influencée 
par la présence de trés petites quantités de cuivre dans le liquide 
de dialyse. L’époque d’apparition des premiéres fractions du pré- 
cipité, puis le volume méme du précipité final, ne sont pas sem- 
blables, suivant que le liquide extérieur au dialyseur est de l’eau 
bidistillée ou bien une solution trés diluée de cuivre. | 


2° DIALYSE VIS-A-VIS D'UNE SOLUTION UN PEU PLUS CONCENTREE EN 
cuIvrE. — Dans le deuxiéme type d’expériences, nous avons étudié 
le phénoméne évoluant lorsqu’un dialyseur, contenant du sérum, 
est plongé dans une solution de sulfate de cuivre contenant entre 
200 et 300 mg. de cuivre par litre. Dans ces conditions, les phéno- 
ménes évoluent trés rapidement. Le cuivre traverse la paroi du 
sac de collodion, se fixe sur les protéides dont la teinte vire rapi- 
dement du jaune au vert franc, tandis qu’en sens contraire, des 
sels du sérum diffusent hors du dialyseur a la surface duquel il 
apparait bientét une fine gaine bleue de carbonate cuivrique, 
formée par interaction des carbonates du sérum et du sulfate de 
cuivre. Dans V’intérieur du sac on ne voit pas se former de carbo- 
nate de cuivre, car les ions Cu semblent étre captés trop rapide- 
ment par les protéides pour que le carbonate puisse se former. 
On ne tarde pas 4 voir apparaitre dans le sac, un louche, puis 
un précipité protéidique et, finalement, tout le contenu du dialy- 


seur se prend en masse pour constituer une pate d’un beau vert 
cendré. 


y 
7 
4 


‘ 
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Si lon arréte l’expérience a cet instant, on trouve dans cette 
pate une teneur en cuivre de l’ordre de 1.500 mg. par litre. 
Lorsque le contenu du dialyseur est ainsi devenu une pate, les 
phénoménes n’ont pas encore atteint leur terme, car si on laisse 
le dialyseur dans la solution cuivrique, au cours des heures qui 
suivent, la masse pateuse prend un aspect moins compact, puis 
se redissout partiellement, au fur et A mesure du passage Aa tra- 
vers la membrane de nouvelles quantités de cuivre venues de 
V’extérieur. 

Tout semble montrer qu'une certaine quantité de cuivre était 
capable de précipiter les protéides, mais qu’un excés de cuivre 
pouvait redissoudre une partie du précipité. Nous avons étudié » 


les conditions et l’évolution du phénomeéne, en arrétant la dialyse 


a divers moments et en soumettant, dans chaque cas, le contenu 
du dialyseur a J’ultrafiltration vis-a-vis d’une membrane de cel- 
lophane. Tant que la quantité de cuivre pénétrée dans le dialyseur 
est insuffisante pour provoquer la précipitation maxima des pro- 
téides, lultrafiltrat fut rigoureusement exempt de cuivre, le métal 
est donc entiérement fixé sur les protéides ; au contraire, lorsque 
la dialyse a été poursuivie suffisamment longtemps pour qu’une 
partie du précipité protéidique soit repassée en solution, lultra- 
filtrat contient du cuivre en abondance. II contient d’ailleurs aussi 
des ions sulfuriques en quantité correspondante. Voici, par 
exemple, les résultats obtenus en étudiant le contenu du dialy- 
seur qui fut, pendant quarante-huit heures, immergé dans une 
solution de sulfate de cuivre, contenant 252 mg. de cuivre par litre : 
Vultrafiltrat contenait, par litre, 206 mg. de cuivre et 100 mg. 
de soufre. 

C’est bien.la présence d’un excés de sulfate de cuivre, non lié 
aux protéides, qui provoque la dissolution d’une partie du pré- 
cipité. En effet, nous avons pris le contenu d’un dialyseur, traité 
identiquement comme le précédent. Nous avons centrifugé pour 
éliminer le précipité non redissous par l’excés de cuivre, le 
liquide surnageant fut décanté et placé dans un autre dialyseur 
que nous avons immergé dans de l’eau bidistillée. Le sulfate de 
cuivre libre fut ainsi éliminé et un précipité se forma dans le dia- 
lyseur. Lorsque la dialyse fut assez poussée pour que le dialysat 
ne contienne plus de cuivre, le précipité fut recueilli, séché et ana- 
lysé. Il contenait 0,9 p. 100 de cuivre. 

En somme, lorsque du cuivre pénétre progressivement, par 
dialyse, dans du sérum, on voit évoluer une série de phénoménes 
successifs : 

1° Lorsque la quantité de cuivre est faible, le sérum reste lim- 
pide. Tout le cuivre est alors capté par les protéides, car : a) l’ul- 
trafiltration donne un filtrat qui ne contient pas trace de cuivre ; 
b) le cuivre est entiérement dissimulé a ses réactifs courants, 


méme a SH, qui ne précipite pas, en milieu neutre, de su ; 
de cuivre, mais donne seulement une légére teinte brun rougeatre. 
Ces faits nous aménent a conclure que le cuivre se combine aux 


protéides pour former des complexes typiques et non des sels de 


cuivre dissociables. mat 
2° Lorsque la quantité de cuivre est plus forte, il se forme des 
précipités dont l’importance peut étre assez grande pour amener- 
Ja prise en masse lorsque la quantité de cuivre est_convenable. 

“= 3° Lorsque la quantité de cuivre, entrée dans le dialyseur, est 
plus élevée encore, une partie des précipités précédemment — 
apparus repasse en solution, mais il y a alors, dans le dialy- — 
seur, du cuivre libre en excés par rapport 4 ce que peuvent fixer 
les protéides. Si, d’ailleurs, on élimine cet excés de cuivre, on 
voit se précipiter a nouveau ce qui était dissous, grace a cet excés. _ 
longtemps, on ne parvient pas A enlever le cuivre fixé aux 
protéides. rele Pe : sn “pe 


pt 


RECHERCHES SUR LE MODE D’UNION ENTRE CUIVRE ET PROTEIDES. Re 


Nous avons tout d’abord pensé que la combinaison entre cuivre 


et protéides pouvait se faire suivant le schéma classique : 


2R — COO — Na + 80,Cu —> R— COO — Cu — COO — R + S0,Nay 
Nuts ae. NH, Ni, 
~S’il en était ainsi, la concentration en ions H+ ou OH— ne 
devrait pas changer pendant la réaction ; or, dés l’arrivée des pre- 
miéres traces de sulfate de cuivre, le pH baisse notablement. Pour 
étudier ce phénoméne, nous n’avons plus opéré par dialyse, mais 
par addition directement au sérum d’une solution de sulfate de 
cuivre pur. Nous avons, au préalable, constaté que l’addition pro- 
gressive d’une telle solution donne, comme dans le cas de la dia- 
lyse, les trois étapes successives suivantes : 1° Solution limpide. 
lorsqu’il y a peu de cuivre ; 2° précipité abondant, lorsqu’il y a 
plus de cuivre ; 3° redissolution d’une partie du précipité, lors- 
qu’il y a un excés de cuivre. | Brack poet NS 
Nous avons étudié l’évolution du pH, au cours de cette addition 


Si on continue alors la dialyse contre de l’eau pure, pendant trés 


vn 


progressive de sulfate de cuivre et nous avons comparé cette évo- 


lution a celle qui correspond a l’addition d’une solution équimo- 
léculaire d’acide sulfurique. Nous avons ainsi constaté que tant - 


que la quantité de cuivre n’est pas trés élevée, l’évolution du pis 


est rigoureusement superposable a celle que l’on obtient par addi- 
tion d'une quantité équivalente d’acide sulfurique. Le sulfate de 


cuivre acidifie aussi vite que l’acide sulfurique. Ce fait est fort 


curieux. Nous l’avons étudié en détail, puis nous avons étendu 


\ 
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a notre étude aux cas d’autres sels de cuivre (nitrate, acétate). Voici 
= les résultats de nos mesures (tableaux II, III et IV). Le volume 
 originel du sérum était, dans chaque cas, Or C 


TABLEAU II. 


CENTIMETRES _ CENTIMETRES 


| cupgs— | OBSERVATIONS CUBES OBSERVATIONS 
ajoutés : : ajoutés 


(Sulfate de cuivre M/10, pH 4,15) 


wv ~ 
~ 
= 


i ee ee 
SHINS 2) Cte 
. . . 


- 


Précipité net. 
Prise en masse. 
Redissolution partielle: 


. . .|Aucun précipité. 
.|Aucun précipité. 
.|Aucun précipité. 

. . |Aucun précipité. 

. . ./Aucun précipité. 

Aucun précipité. 
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T.sBLeau III. 


_ CENTIMETRES | = CENTIMETRES . 
CUBES OBSERVATIONS CUBES OBSERVATIONS 
ajoutés : : ajoutés — 


(Nilrate de cuivre M/10, pH 4,15) 


1,23 

1,03 

6,79. 

x (tna 6,62 
UR hose ines Précipité net. 6,34 
Prise en masse. | 6,08 

Redissolution partielle, | 5,88 

je ' | 5,66 

5,49 

5, 35 

5,30 


Aucun précipité. 

Aucun précipité 

. .|Aucun précipilé. 
Aucun précipilé. 

. . . ./Aucun precipite. 
. .|Aucun précipiteé. 


SC-ITNONIWNES 
CORI SW Sis Mo Mer Mor Merion | 
SE ak pea aihae ate OMe ae SBT aise 
Om 109 KD or -1 6c NO 
oqDe ODCHICKH COO 


a a ee ee 


Be  —————— 


Dans la figure 1, nous avons rapporté, a tilre d’exemple, les 
courbes correspondant aux chiffres du tableau I. Nous voyons 
que lorsqu’on a ajouté a 5c. c. de sérum 0,4 c. c. soit d’acide sul- 
- furique, soit de sulfate de cuivre N/5, le pH obtenu est le méme 
(6,39 6,40). Si l'on poursuit l’addition d’acide ou de sulfate, les 
courbes divergent, mais dans leur premiére partic, elles sont 
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CENTIMETRES CENTIMETRES oa aes 
CURES OBSERVATIONS | pH CUBES OBSERVATIONS | 
ajoutés i st ‘ ; mal 


(Acide acétique M/5) 


SOAODit uaeeer TOS Mt Os000 — eee ag 
Oasis ALE U ALINE ca Ose 5 6,84 7 
0. 20m 6,62 || 0,20. ; ee O50 

Ui a0 tenes 6, 0180, sa eer ae 6.49 | 
O25 0 sies andl | 6,40 05505. .| Précipité net. | 6,26 f 
0, 75. . .|Aucun précipité.| 5.69 Oe 1b .| Prise en masse. | 6,15 J 

= WAU pS oes ee . 5,40 |} 4,00. . | Redissolution particle, | 5,97 9 
A DBS roe Noes. Lis 24 Wis2D escapee : ; 5,86 
1,50. 5,02 )) 4,50. - | 5,78 fF 
A ae 4,86 SoA | 5,68 f 
2,00: . p80] os OO mie cual pss | 5,62 9 


hoe 


Us 
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superposables. Comment interpréter ce fait + Deux hypotheses 
pouvaient étre envisagées E 
1° Les ions cuivre se. fixent a la place dun hydrogéne qui, 
jusqu’alors, n’était pas ionisé. Au cours de cette fixation, le culvre 
transmet ses charges positives a cet hydrogéne qui forme des — 
ions H+, en quantités équivalentes aux ions SO,— du sulfate de 
cuivre était transformé en acide sulfurique. 


2Pr—H + Cu ++ pee “jt. OH 
Protéide ena Vera 1s a. 
avec un H + SO,—— ea ise tsi 


non ionisé (1). 


2° Une. deuxiéme hypothése bt possible : Le protéide | fixe non— 
seulement le cuivre mais également des oxhydryles provenant de | 
Veau et ceux-ci libérent une quantité d’ions hydrogéne équivalente 
au culvre fixé. 


Pr + 211 — OH + Cu ++ hg 
—> | P 
+ 80,-- iD <a 


+eH+ sah 


+80, , Rie 
Protéide. : : en 5 fon 


: 
| 
Dans ce cas, tout se "passe comme si le protéide Per ae q 
"hydrate cuivrique. Pour choisir entre ces deux hypothéses, nous — 
avons effectué le raisonnement suivant: si c’est Vhydrate cui-_ 
vrique OH), qui est fixé par les protéides, de Higeeete cul 


(1) L’hydrogéne que déplace le cuivre peur appartenir a une wale 
tion acide faible non dissociée, mais il est plus vraisemblable qu’ ie 
appartient 4 une fonction autre, telle aye phénol, imine, amine.. 
amide, ete. ‘ 
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vrique ajouté dans du sérum doit disparaitre, en ne provoquant 
aucune modification dans la concentration en ions hydrogéne du 
liquide. Nous avons done préparé de hydrate cuivrique, en opé- 
rant dans Jes conditions voulues pour que celui-ci réponde autant 
que possible a la formule Cu(OH),. Nous avons lavé avec soin cet 
hydrate, puis nous |’avons ajouté par petites quantités a du 
sérum. Nous avons vu l’hydrate se dissoudre en abondance et, 
pendant cette dissolution, le pH du sérum est effectivement resté 
constant. Voici, par exemple, le relevé d’une de nos expériences. 


x 
= 
7.00 
6.50 
6,00 
5.50 
5.00 
4.50 
4.00 
3.50 PR ct | 
0.0 2 4 6 a 1.0 2 4 6 8 2.0 
, em d’SO4H* N/5 
"ou d’SO*Cu N/S 
fre. 14. — La courbe I représente la vriation du pH de 5 c.c. de sérum sanguin 


obtenue par |’adjonction d'une solution de suifate de cuivre N/5. En A, appa- 
rition du premier louche. La courbe ll représente la variation obtenue par 
Vadjonction d'une solution d’acide sulfurique N/5. 11 n’apparait aucun pré- — 
cipité. 


L’hydrate cuivrique fut préparé en précipitant une solution a 
10 p. 100 de sulfate de cuivre par Ja quantité strictement néces- 
saire de soude normale. Le précipité fut recueilli par centrifuga- 
tion et lavé trois fois par de |’eau pure. Lé pH de l’eau du troi- 
siéme lavage était 8,30. 

Nous avons pris un sérum de cheval dont le pH était 7,20. Aprés 
addition d’une quantité déja assez notable d’hydrate cuivrique qui 
_ s était entiérement dissoute, le pH était 7,23. I] ne s’éléve pas 
plus qu’a 7,30 lorsque la quantité d’hydrate cuivrique est suffi- 
sante pour qu’il en reste un trés léger excés non dissous. I est 
évident gue si ]’on met un gros exces d’hydrate, comme celui-ci 
est forcément un peu alcalin, on voit le pH s’élever légéerement. 
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En somme, nous croyons pouvoir conclure de ces essais p 
minaires que les protéides forment avec le cuivre des comp] es» 
dans lesquels entrent également des ions OH-. Les complexes — : 
qui se forment dans les deux conditions envisagées ci-dessus, — 
c’est-a-dire : 1° par addition de sulfate de cuivre ; 2° par dissolu- _ 
tion directe de l’hydrate cuivrique semblent étre identiques, car | 
si l’on étudie leur précipitation par acidification, en ajoutant par — 
exemple a leurs solutions, de l’acide sulfurique N/5, on constate 
que la précipitation évolue, dans les deux eas, dune fagon par- — 
faitement comparable. Le début de la précipitation apparait a 
pH 6,05 et le précipité termine sa redissolution 4 pH 4,0. 

I] est important de noter que les complexes que le cuivre et les — 
protéides peuvent former sont cependant trés divers, car en opé- — 
rant dans des conditions différentes, on peut obtenir des résultats _ 
différents. Si par exemple, au lieu de préparer un hydrate cui | 
vrique répondant, autant que possible 4 la formule Cu(OH),, on — 
prépare un hydrate ayant été mis en contact avec un fort excés de-4 
soude, c’est-a-dire un hydrate dans lequel il y a beaucoup plus de ~ 
cuivre et moins d’oxhydryle que pour la formule Cu(OH),, on — 
constate que ces hydrates partiellement déshydratés se dissolvent — 
également dans Je sérum, mais les complexes obtenus ne préci- — 
pitent pas, par acidification, au méme pH que dans les cas précé- — 
dents. Les précipités sont-d’ailleurs beaucoup plus riches en culvre. | 

Lorsque Vhydrate cuivrique répond a la formule "en OH esse 
l’on veut parvenir 4 des complexes précipitables par acidification, — 
il faut laisser le sérum en contact avec un excés d’hydrate pendant — 
une vingtaine d’heures au moins. Au contraire, lorsqu’il s’agit — 
d’hydrate cuivrique partiellement déshydraté par un exces de 
soude, on obtient, en quelques instants, une teneur en cuivre des — 
complexes, suffisamment élevée pour qu’ils soient précipitables 
par acidification. En somme, le phénoméne n’est pas simple et il — 
semble bien qu'il existe une série de complexes protéides-cuivre. 


- 


ACTION DE LA SOUDE SUR LES COMPLEXES PROTEIDES-CUIVRE. 


oct aa lee Raa lal he! 


Si l’on ajoute de la soude & du sérum préalablement additionné 
de sulfate de cuivre, on voit successivement la teinte varier en 
fonction de la quantité de soude. Le vert primitif faisant place a— 
du bleu, puis 4 du rouge vineux pour aboutir enfin a du rouge ; 
violacé, d’autant plus violet qu'il y a plus de cuivre dans le 
mélange. Ce fait bien connu correspond a la réaction du Biuret. 
La capacité de combinaison des protéides avec le cuivre s’éleve 
notablement au cours de cette alcalinisation, car si l’on ajoute de — 
Vhydrate cuivrique au mélange alcalin, il s’en dissout beaucoup — 
plus que dans le sérum non alecalinisé. Si l’on élimine ensuite — 
Valcali d’un mélange ainsi surchargé de cuivre en milieu alealin, — 
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on ne voit pas se séparer 4 nouveau l’hydrate cuivrique dont 
Paleali avait permis la dissolution. 

L’alcalinisation modifie en somme profondément ]’affinité des 
protéides pour le cuivre, elle ne semble cependant pas modifier 
fortement les complexes protéides-cuivre formés préalablement 
sans alcalinisation. En effet, si l’on dissout de hydrate cuivrique 
dans du sérum sans alcaliniser, puis si l’on alcalinise ensuite sans 
ajouter 4 nouveau de l’hydrate cuivrique, on obtient un mélange 
qui, par élimination ultérieure de l’alcali par dialyse, retrouve 
aspect et les propriétés principales qu’il présentait avant alcalini- 
sation. L’étude des complexes trés riches en cuivre que ]’on peut 
former en milieu alcalin mériterait une étude spéciale, mais nous 
n’envisageons pas plus avant ce probléme dans le présent mémoire. 


ETUDES SUR LA DIALYSE DES COMPLEXES CUIVRE-PROTEIDES. 


Au cours des essais rapportés ci-dessus, nous avons souvent eu 
Voceasion de soumetire 4 la dialyse des sérums additionnés d’hy- 
drate de cuivre. Un fait nous est apparu au cours de ces essais 
léquilibre de pression osmotique vers lequel on tend est trés 
différent de celui qui correspondrait 4 du sérum sans cuivre. Ce 
point a attiré notre attention et nous avons construit un osmo- 
métre nous permettant de l’étudier. Nous nous sommes inspirés 
de l’osmométre de Scerensen [8]. Un sac de collodion est fixé sur 
un ajutage surmonté par un tube semi-capillaire dans lequel on 
peut, au moyen d’un cathétométre, étudier les déplacements du 
ménisque supérieur du liquide contenu dans le sac. Le tube semi- 
capillaire est en relation avec un trés grand tube en U gradué, 
garni d’eau, qui sert de manométre. On établit dans l’appareil la 
pression nécessaire pour que le ménisque reste immobile et, cette 
pression est mesurée sur le manométre a eau. Nous avons fait 
plonger le sac de collodion dans de l’eau bidistillée, constamment 
renouvelée par un écoulement continu assez lent. Les substances 
dialysables diffusent ainsi hors du sac et sont progressivement 
entrainées par le lent courant d’eau ; on ne parvient a un équilibre 
osmotique vrai que lorsque toutes les substances diffusibles sont 
éliminées. La pression limite est nulle si le sac de collodion ne 
retient aucun protéide soluble. Si, au contraire, il reste dans le 
sac des protéides solubles (ou des substances macromoléculaires 
ou des colloides quelconques non floculés), la pression limite n’est 
pas nulle. Pour éviter toute dilution des protéides par endosmose, 
avant atteinte de l’équilibre, nous devons maintenir constamment 
une pression maintenant immobile le ménisque dans le tube semi- 
capillaire. Cette contre-pression varie en fonction du temps écoulé 
depuis le début de la dialyse. En effet, au début, il existe dans le 
sac de collodion, des ions et des molécules diffusibles non encore 


Sinmnags par dialyse, auxquels | correspond une « pression ‘ 
tique » élevée (l’interaction des protéides et de certains de ces ions 
influe d’ailleurs grandement sur la pression mesurée) et cette pres- — 
sion va se modifier progressivement au cours de |’élimination des 
substances dialysables. En suivant l’évolution de la contre-pression, 
au cours de la dialyse, on obtient des renseignements intéressants 
sur le passage des substances diffusibles 4 travers la membrane de 
collodion. Si l’on opére avec une solution pure. d’une substance 
diffusible, telle que du glucose, la contre-pression baisse trés rapi- 

_dement et elle devient nulle en moins d’une heure (courbe I). Les 

sacs de collodion que nous utilisons sont done trés perméables — 

pour des molécules telles que le ‘glucose et les sels en |’absence — 
de ee Si lon place du sérum dans le dialyseur, la contre 
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Fic. 2. — La courbe I représente la variation de la pression osmotique d'une : 
solution de giucose a 1 p. 100; la courbe II, celle du sérum sanguin com- 
plexifié au maximum; la courbe ILI, celle d'un sol colloidal de ferrocyanure, 
ferrique 4 2,5 p. 100 fraichement préparé. 


_ pression Bale en fonction du temps d’une fagon_ entiérement 
différente et il faut plusieurs jours pour que la Peete oe soit 
atteinte (courbe V). 
Tout se passe comme si la présence des protéides irene consi- 
dérablement Ja dialyse des sels et des substances diffusibles du 
sérum. Ceci n’est pas caractéristique des seuls protéides, puisqu’on 
constate aussi des faits semblables dans le cas d’une solution 
colloidale de ferrocyanure ferrique (courbe III). Ce phénomene 
meériterait 4 lui-seul une longue étude sur Jaquelle nous espérons— 
revenir dans un mémoire ultérieur, nous n’envisageons ici que les 
modifications apportées par la présence de quantités variables de- 
-cuivre dans le sérum. = 
Dés que l’on combine un peu de cuivre aux protéides du sérum, 
on voit la courbe représentative des variations de la contre-pression : 
se modifier profondément (courbes II et IV) : 1° la contre-pression’ 
ne s ‘éleve jamais aussi haut; 2° elle baisse ensuite Destcoten plus” 
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rapidement ; 3° lorsque la quantité de cuivre présente n’est pas 
trop faible, la pression limite est nulle, ce qui prouve qu’il ne reste 
alors plus de protéides solubles dans l’eau, lorsque les sels sont 
éliminés, ni de colloide non floculé ; 4° méme lorsque la pression 
est tombée a zéro il reste du cuivre en abondance dans le dialyseur, 
ce cuivre est combiné aux protéides et la dialyse ne |’élimine pas. 
En somme, le cuivre en se combinant aux protéides modifie consi- 
dérablement leurs propriétés physico-chimiques et ce fait montre, 
en particulier, combien il faut tenir compte de certaines impuretés 
non protéidiques présentes dans le liquide, lorsque l’on veut 
déterminer la pression osmotique des protéides. Le cuivre n’a pas 
le monopole de s’unir aux protéides qui ont des. réactivités mul- 


PRESSIONS OSMOTIQUES 


PRESSION en em? D'EAU 


JOURS 


Fre. 3. — La courbe V représente la variation de la pression osmotique du 
sérum sanguin pur;‘la courbe 1V, celle du méme sérum légérement com- 
plexifié; la courbe II, celle du méme sérum complexifie au maximum. 


tiples et intérét que nous trouvons a l'étude du cas particulié- 
rement commode du cuivre est accru de ce fait. 

Notons, pour terminer, que les essais rapportés dans ce mémoire 
introductif -n’ont porté que sur du sérum total, or ce liquide ne 
contient pas seulement des protéides ; certaines des substances non 
protéidiques qu’il contient interviennent probablement dans cer- 
tains des phénoménes étudiés. Nous poursuivons naturellement 
étude sur des protéides séparés. 


RESUME ET CONCLUSIONS. 


Les protéides du sérum ont une affinité considérable pour le 
cuivre avec lequel ils forment des complexes typiques. Cette affinité 
est tellement élevée que les protéides placés. dans un dialyseur 
peuvent capter des traces de cuivre présentes dans le liquide qui 
baigne le dialyseur. 

Lorsque l’on ajoute 4 du sérum une petite quantité de sulfate de 


~ cuivre, le mélange est aussi acide que si Pou avait at 
tement au sérum, une quantité équimoléculaire d’acide su 
Les pr oléides, en effet, captentynon seulement les ions Cu++, ais 


aussi des ions OH— en quantité telle que tout se passe comme si les : d 


protéides fixaient Cu(OH),.. 

D’ailleurs le sérum, est capable de discneas divecleunent de 
Y’ hydrate cuivrique qu’on lui ajoute et, dans ce cas, -il ne se. produit 
ni acidification, ni alcalinisation notable. = 


Si l’on opére en milieu nettement alcalin (soude), ie _quantité de 


cuivre que peuvent fixer les pr otéides est plus élevée qu’en milieu is 7 


proche de la neutralité. 
Lorsque ]’on soumet a la dialyse un sérum additionné de cuivre, 


on constate que les substances dialysables diffusent beaucoup plus id 


vite qu’en l’absence de cuivre et que la pression osmotique limite 
ql 


vers laquelle on tend par élimination des substances diffusibles est 
plus faible ; cette pression limite est nulle lorsqu’il ya assez de 


cuivre, car les complexes protéides-cuivre, ainsi formés, sont — 


insolubles dans eau, lorsque les sels sont éliminés, La dialyse — 


n’élimine pas le cuivre fixé aux protéides qui est d’ailleurs masqué 
a certains See ses réactifs. I] s’agit de complexes typiques. 
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RECHERCHES SUR LES NUCLEOPROTEIDES 
DES MICRO-ORGANISMES 


Wo SUR LA NATURE DES PROTEIDES PHOSPHORES. 
Oe DES LEVURES (*) 


4 ae anae René SARCIRON. 


‘Unstitut Pasteur, annexe de Garches.) 


- Pendant longtemps on a rapproché sous la dénomination de 
nucléines deux séries de composés protéidiques phosphorés de 
J natures différentes. C’est 4 Kossel (1) que lon doit d’avoir le 

a premier établi une distinction entre les « nucléoprotéides » vrais, 
que l’on trouve dans toutes les cellules vivantes, et les « paranu- 
cléoprotéides », assez peu nombreux et qui, a notre connais- 

sance, n’existent que dans des produits destinés a |’alimentation © 

du jeune animal (caséine du lait), voire méme de l’embryon (vitel- - 
_ line de JVceuf). Tandis que les nucléoprotéides contiennent de 
z Vacide nucléique, de nature non protéidique, que l’on peut isoler 
et caractériser par le fait que dans ce dernier l’acide phospho- 
rique est, par l’intermédiaire d’un pentose, combiné a des quan- 
_ tités définies de bases puriques et pyrimidiques, ces bases sont 
-- absentes dans ce que l’on appelle maintenant les phosphopro- 
téides, chez lesquels l’acide phosphorique est directement lié a 

un acide oxy-aminé, la sérine par exemple. 

Ces faits étant connus, par un traitement légérement alcalin 
P. Thomas (2) a pu, a partir de levures préalablement desséchées, 
extraire deux fractions de nature protéidique et séparer ainsi une 
: substance qu’il considéra comme un phosphoprotéide et qu'il 
, appela la « zymocaséine ». La présence d’acide nucléique dans la 

- Jevure n’étant pas contestable puisque c’est la matiére premiére 

utilisée industriellement pour préparer l’acide zymonucléique, il 

nous a paru intéressant de vérifier ]’existence, dans la levure, de 
__ phosphoprotéides conjointement avec les dérivés nucléiques et 

- méme de voir si l’on ne se trouvait pas en présence d’un composé 


(*) Note présentée A la séance du 3 février 1944 de 1’Association des 
-.  Microbiologistes de langue francaise. 
k: - (1) Kossrn, Z. Physiol. Chem., 1886, 10, 248. 
f (2) P. Tuomas, ces Annales, 1921, 35, 43. 
j 
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we 


d’un type nouveau ow l’acide nucléique serait conjugué.a un 
phoprotéide par exemple. _ log diet ed a ee 
Pour obtenir la zymocaséine, Thomas laisse sécher, 4 une tem- 
pérature ne dépassant pas 37°, des levures qui ont été préalable- | 
ment pressées, puis il les laisse macérer pendant huit heures a 
35° dans 10 fois leur poids d’une solution de carbonate de soude 
a 0,5 p. 100. La suspension est ensuite filtrée a la glaciére et le 
liquide clair traité par l’acide acétique, le précipité est essoré, 
-redissous dans du carbonate de soude, reprécipité par acide acé- 
tique et ainsi de suite plusieurs fois. Il obtient ainsi un produit _ : 
de nature protéidique contenant 1,75 p. 100 de phosphore: la — 
-zymocaséine. Oe a ; ae 
Pour justifier cette dénomination, P. Thomas, en la comparant . 
a d’autres phosphoprotéides connus : la caséine du lait, Povovi- 
-telline, a trouvé un certain nombre de propriétés voisines (stabilité 
relative 4 la chaleur, solubilité dans les alealis, minéralisation, 
: 


‘par la soude, du phosphore organique, action de la présure), 
mais ceci n’est pas spécifique des phosphoprotéides, les nucléopro- | 
téides étant également stables A la chaleur, solubles dans les 
alcalis, ces derniers transformant également le phosphore nu- 
cléique en phosphore minéral. De plus, si dans les conditions de 
préparation, l’acide zymonucléique est soluble et se trouve done 
éliminé du précipité, il n’en est pas de méme des nucléoprotéides | 
que l’on devrait retrouver au moins comme surcharge, a moins -_ 
quils ne fussent déja décomposés par le traitement. Il manquait 
donc & Thomas d’avoir prouvé l’absence de bases puriques dans 
sa préparation pour que la qualification soit certaine. gtd 
Nous avons donc refait la préparation dans les mémes condi- 
tions en dosant aprés chaque précipitation l’azote total, azote — 
purique et le phosphore (8), de fagon 4 suivre la purification, et 
nous avons noté que dés la quatriéme purification le rapport du — 
phosphore a l’azote total devenait constant. = 
_ Ayant répété: notre extraction sur différents lots de levure, nous 
avons ainsi obtenu des produits dont les teneurs en azote purique — 
_ et phosphore sont trés variables. On peut supposer que ces varia- 
tions sont dues pour une grande part a la durée plus ou moins 
longue de la dessiccation de la levure, opération pendant laquelle 
des actions diastasiques ont dd avoir lieu, libérant de l’acide nu- _ 
cléique soluble en milieu faiblement acétique, done échappant a_ 
la précipitation. ay a 
Les principaux résultats sont consignés dans le tableau suivant : 


ee ee 


7) 


(3) Le phosphore a été dosé & l’aide de la méthode décrite par Briccs 
(J. biol. Chem., 1922, 58, 13), le dosage de Vazote purique ayant déja 
fait l’objet d’une note précédente (R. Sanciron, R. VeNDRELY et O. 
Briann, Ass.-Microb. L. Frang., ces.Amnales.) = 


N PuRIQUE 
p. 100 


esparatian de Thomas. at : 9,0 

Rrsparationm® 105 5-25 sa. ; 4,85 8,9 
PRFCDAFAULEOMIMS Disc i Ug Ny ocean ees 13,35 | 41,30 4,22 10,2 | 0,945 
Pebroparation nook.) -.°2 2 ey tere 4,84 |.4,74 6,9 | 0,94 

5 ‘Preparation TIGR oe Code Capes 2 3 0,83 ie 


{ On peut. noter que toutes nos préparations contiennent des 

-——spurimes en quantités non négligeables et que, quelles que soient les 
teneurs absolues en purines et en phosphore, le rapport des 
richesses de ces deux constituants est toujours du méme ordre de 
grandeur et trés voisin de ce qu’il serait pour un acide nucléique 
théorique (1,13). Il y a done lieu de penser que nos préparations 
sont, non pas des phosphoprotéides, mais des nucléoprotéides. 
Nous pouvons confirmer cette hypothése en isolant d’une part le ~ 

- groupement prosthétique et de l’autre la partie protéique. 

Une premiére indication nous est donnée par l’action d’un fer- 
ment comme la trypsine qui digérera le substrat et nous permettra~ _ 
@isoler sans trop la dégrader la fraction nucléique. Pour cela, 
le produit A étudier est traité en solution légérement alcaline par 
10 p. 100 de son poids de trypsine, le pH du milieu étant main- 
tenu aux environs de 8,5. Aprés un séjour de vingt-quatre heures 
a l’étuve 4 37°, la solution ne reprécipite plus par addition d’acide 
acétique. On acidule alors avec de l’acide chlorhydrique jusqu’a 

coloration bleue d’un papier au rouge Congo, ajoute un volume 
d’alcool et laisse reposer vingt-quatre heures a la glaciére. Le pré-_ 
cipité formé est recueilli et séché. On obtient ainsi un produit 
ayant la composition d’un acide nucléique.impur. 


p- 100 
N PuRIQUE 
p- 100 
N TOTAL 
N PURIQUE 


Préparation n° 43 
Préparation aprés digestion par la trypsine.| 11, 5 
= pug (théorie) . 


A la pice ordinaire, la soude en solution normale détruit 
la liaison nucléoprotéique et méme, si l’action est suffisamment 
- prolongée, clive Vacide en ses divers éléments. Il est ensuite pos- 


sible de Foor apiier la protéine par Tacos acétique, les bases 
puriques et le phosphore restant en solution dans les eaux-méres. 
Si on traite le nucléoprotéide par 200 fois son poids d’une solu-_ 
tion normale de soude, il s’y dissout rapidement et on Pabandonne 
plusieurs jours, soit a la glaciére, soit 4 la température ordinaire. 
On ajoute ensuite de l’acide acétique tant qu’il y a précipitation, = 
centrifuge, lave et séche le précipité. . es IS 
_ Nous avons obtenu les résultats suivants ; a 


i] 
a=) 
zs 
Sey 
OB, 
4 


N PURIQUE 


Préparation n° 10: Ae 
Avant traitement .-.. . wast , 09 «ff 7) 
Traitée & la soude. . . . ) : 

Préparation n° 13: 


Avant traitement . ; : : 
Traitée 4 la soude. . . . 2 ' . 0,9 ; ‘i 


Par action prolongée de la soude, il a done été possible d’éli- — 
miner plus des 9/10 du phosphore et de l’azote purique. 

Si par la digestion _trypsique on démontre la présence d’acide 
nucléique, en aucun cas on ne peut par cette méthode affirmer  —_ 
Ja présence ou l’absence d’un phosphoprotéide, l’acide phospho- 
rique résiduel n’étant pas attribuable spécifiquement A Pum, 00a 
Yautre composé. Quant au traitement par la soude, s’il décompose 
la copule nucléique, il attaque également les phosphoprotéides 
dont il minéralise le phosphore (4), mais le fait que les taux de 
bases puriques par rapport au phosphore sont sensiblement les 
mémes que pour un acide nucléique, ceci avant ou aprés traitement 
alcalin, que ce traitement élimine pratiquement la totalité de ces 
—~ constituants, prouve que l’on ne peut envisager sérieusement la 
présence d’un phosphoprotéide et que nos préparations doivent 
étre considérées comme des combinaisons d’acide nucléique et i 
dune matiére protéique non phosphorée. 

Et, comme il y a tout leu de penser que les préparations de 
Thomas et les. nétres sont comparables (tout au moins notre pré- 
paration n° 10), il nous semble justifié d’admettre que la « sol- — 
disant zymocaséine » de cet auteur contenait des bases puriques — 
et par conséquent était un nucléoprotéide. De plus, les variations | 
de richesse en acide nucléique du peat obtenu, variations liées, 


(4) R. H. A. Puuwmer et W. M. Bayuiss, J. Physiol., 1905-1906, 23, 489. 
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a: 5 A une Sclan aa matique plus ou moins prolongée 
A avant le traitement alcalin, pourraient expliquer pourquoi Luers — 
et Nowak (5) ont pu isoler un produit a faible teneur en azote 
purique, mais pour lequel l’absence de dosage de phosphore ne 
- permet pas de conclure & une zymocas¢ine comme l’ont fait ces 
auteurs, 3 
-En résumé, nous ne pensons pas qu il existe un phosphoprotéide 
ce susceptible d’étre extrait par un traitement au carbonate de soude ae 
_ partir de levures desséchées, les phosphoprotéides restant jusqu’ici- 
_ Papanage du régne animal. Bien au contraire nous avons tout lieu 
de croire que la zymocaséine extraite par Thomas est un nucléo- 
Dy protéide . analogue aux préparations que nous avons obtenues et 
x dont nous avons démontré la constitution : matiére protéidique non 
__-phosphorée combinée a un acide nucléique, la composition et le 
» rendement élant variables avec les conditions d’extraction. 


“is (5) H. Lusrs et G. Nowax, Bioch. Zeitschr., 1924, 154, 310. 


UN NOUVEAU REACTIF BIOLOGIQUE 
DE L’ACIDE p-AMINOBENZOIQUE 
LE TRYPANOSOMIDE STA/GOMONAS ONCOPELTI G : 


par Marocvuerite et ANDRE. LWOFF. 


(Service de Pbusione Pee de Binsttue Pasteur.) cae 


Le Trypanosomide Strigomonas oncopelti se raalipue abon- 
damment en eau peptonée : peptone de viande 15, NaCl 6, eau — 
distillée 1.000, NaOH q. s. pour pH 7 [4]. Par contre, dans Ceae 
"méme milieu additionné de p- -aminophénylsulfamide a une concen— 22) 4 


tration M/72 4 M/144, le développement est inhibé. Alors que, 


4 28°, dans les conditions de nos expériences, on observe dans 


ios tubes témoins un voile abondant et un trouble important du 


milieu au troisiéme jour, il n’y a, dans le milieu sulfamidé, aucun 


7} 


développement visible a l’ceil nu aprés trois semaines. Pour Wie: 


concentration de M/288 l’inhibition est passagére : retard du déve- 


loppement de trois a quatre jours. Si l’ensemencement a été — 
abondant dans un milieu renfermant du sulfamide M/72, il se — 


constitue a la partie supérieure de la colonne liquide un 
« anneau » de flagellés, mais le développement ne se poursuit 


pas. Quoique nous n’ayons pas effectué de numeérations, il semble _ 
trés vraisemblable que, dans les milieux sulfamidés, les ‘Strigo-_ 
monas, comme les bactéries et comme le flagellé Polytomella bes 


ceeca [2], subissent deux ou trois-divisions avant que la multipli- 


cation ne s’arréte. Les flagellés restent cependant vivants car ?ad- 
dition d’acide p-aminobenzoique a des cultures bloquées provoque 
te départ de la multiplication méme aprés cinquante-trois jours: de * 
contact avec Je sulfamide. Rit; 

Si, avant l’ensemencement, on ajoute de Vacide Pease a 
zoique au milieu peptoné sulfamidé, le développement a lieu — 


normalement. L’action inhibitrice du sulfamide M/72 est comple- 


tement supprimée par Il’acide p-aminobenzoique M/1,9 x 107. | 

Pour la méme concentration de sulfamide et en présence d’acide ye 
_p-aminobenzoique M/3,8 x 107, le départ de la culture est simple-~ - 
ment Be de deux a trois jours par rapport au témoin. Les’ ei 


(*) Note présentée ala scenes du 3 février 1944 de. 1'Assoviation des 
Microbiologistes uf ‘langue francaise. 
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acides o- et m-aminobenzoiques 4 concentration M/1,9 x 10%, 
c’est-a-dire 10.000 fois supérieure & celle de l’acide p-aminoben- 
zoique, n’exercent aucune action neutralisante. Ils n’exercent pas 
non plus, a cette concentration, d’action inhibitrice. I] en est de 
méme de la p-aminophénylalanine. La p-aminostovaine, la novo- 
caine (chlorhydrate du @-diéthyl-aminoéthy] p-aminobenzoate) et 
la benzocaine (éthyl-p-aminobenzoate) neutralisent l’action du 
p-aminophényl sulfamide. 

C’est & notre connaissance Ja premiére fois que l’on signale 
la sensibilité d’un Trypanosomide aux composés sulfamidés. Le 
fait que l’action inhibitrice se manifeste en eau peptonée lui est 
commun avec de nombreuses bactéries (v. tableau). La solution 
de peptone de muscle utilisée renferme moins de 1 pour 280 mil- 
hons d’acide p-aminobenzoique. Celui-ci ne peut donc étre tenu 
pour responsable de |’action antisulfamide des peptones de muscle 
vis-a-vis des bactéries comme Proteus vulgaris ou Escherichia 
coli [3]. Ceci est en parfait accord avec les conclusions de Tabone 
et Nitti [4] relatives 4 la présence de substances antisulfamides 
non spécifiques dans les hydrolysats de muscle. Strigomonas 


Sensibilité comparée de quelques microorganismes au p-amino- 
phényl sulfamide et activité neutralisante de l’acide p-amino- 
benzoique et de la « peptone ». 


x ACTIVITE NEUTRALISANTE 
SENSIBILITE 


au rae 
de l’acide dave 


sulfamide (4) eee « peptone » 


Coli (4), Proteus, Friedlander (1a). . +++ 
Polytomella ceca (2). ....--. hae 
Strigomonas oncopelli (3)... .... 264.000 
Streptocoque, Pneumocoque (1a). . . : 2.000 
Ménmeocoque (1a). <5 8 en 5 
GGMOCGGUG (Ls es) semi ns ct. xt a yale 5 & 20 (7) 


Glaucoma piriformis (3) .......- 0 (8) 


1) D. D. Woops. — (1a) F. Nirrr et J. TaBong. — (1b) J. Kimmic. 
( A. Lworr, F. Nirt1, M™* Trtrougn et V. HAmon. 
(3) Résultats originaux. . A ae 
(4) +, Inhibition pour des concentrations supérieures a1 p. 2.000 seulement; ++, inhi- 
bition pour des concentrations égales ou inférieures a 1 p. 2.000. ‘ : 
(5) Les chiffres représentent la valeur maximum du rapport : concentration moléculaire 
en sulfamide/concentration moléculaire en acide p-aminobenzoique; pour lequel le dévelop- 
pement est normal. : : z : 
(6) Une molécule d’acide p-aminobenzoique neutralise une molécule de sulfamide a 
pH 7.5 et 1.200 a pH 3,7 (point isodlectrique de l’acide p-aminobenzoique). ° : 
(7) Liacide p-aminobenzoique n’exerce une action neutralisante que si la concentration 
en sulfamide est inférieure a 1 p. 2.000. Bet pti ister xy 
(8) Liacide-p-aminobenzoique exerce lui-méme une action inhibilrice sur le cilié et le 
tue dans les milieux acides 


H] 


ve 


age ~ aS 5 Sm ee S Eek 
oncopelti est, en tout cas, insensible aux antisulfamides non sp 
fiques. Lice 


La particularité de ce flagellé réside dans sa tres grande sensi- 
bilité a V’acide p-aminobenzoique. Alors que le développement | 
des microorganismes étudiés jusqu’ici ne se produit normalement 


que si l’acide p-aminobenzoique est utilisé. a une concentration | 
égale ou au plus 2.000 fois inférieure a celle des sulfamides, les 


flagellés se contentent d’une concentration 264.000 fois inférieure. 
- D’aprés la conception de Fildes et Woods [5], les sulfamides 


entrent en compétition pour un enzyme dont le substrat normal — 


est Vacide p-aminobenzoique. L’enzyme de Strigomonas ne pré-_ 


sente pas d’affinité particuliére pour le sulfamide : les concentra- 


tions nécessaires pour inhiber Ja multiplication des flagellés sont 
du méme ordre de grandeur que celles nécessaires pour inhiber 
le développement des autres microorganismes. Par contre, il 


présente une affinité beaucoup plus élevée pour Vacide p-amino- 


benzoique. Il est possible que cette affinité plus grande tienne © 


aux propriélés particuliéres des groupements réactionnels fixant 


les radicaux — NH, et — COOH. A l’appui de cette hypothése 


nous voyons le fait que le développement de Strigomonas onco- 


pelti est inhibé (retard de deux A trois jours) par l’acide o-amino- — 


x 


benzoique A une concentration de M/50. Cette action inhibitrice 
est supprimée par l’acide p-aminobenzoique M/1,9 x 107. L’acide 
m-aminobenzoique M/50 n’exerce aucune action inhibitrice. 
- On sait que l’acide p-aminobenzoique est un facteur de crois- 
sance pour les bactéries Clostridium acetobutylicum [6] et Strep- 


tobacterium plantarum [7]. Ces deux bactéries ont été utilisées” 


comme test biologique ; mais ce test nécessite l’emploi d’un 
milieu synthétique dont certains constituants, en raison des circons- 
tances, ne peuvent étre obtenus. Sirigomonas oncopelti en milieu 
peptoné sulfamidé constitue un test moins sensible mais cependant 
trés pratique. Ce test est mis en ceuvre de la facon suivante : 


Adc.c. deau peptonée & 1,5 p. 100 on ajoute 2 c.c. de sulfamide 


41 p. 100 et 1 c. c. de dilutions variables de la liqueur & titrer. On 

ensemence avec I goutte d’une culture jeune. 1 c.c. de la dilution — 
minimum permettant une culture identique A celle du témoin | 
(sulfamide + peptone + acide p-aminobenzoique) contient 5,76 x 10—§ g.— 


d’acide p-aminobenzoique. 1 c. c. de la dilution qui entraine le déblo- 


cage apres un retard de deux jours environ en contient une quantité 


deux fois moindre. 


Nous avons ainsi déterminé la teneur en acide p-aminoben- 
zoique de ‘la levure de boulangerie (levure Springer) hydrolysée 


east 


par lacide chlorhydrique a 100° et trouvé 2 mg. par kilo- — 
gramme de poids sec, chiffre trés voisin de celui déterminé par 
Kuhn et Schwarz pour la levure de brasserie (1 a 2 me); 


4 
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L’hydrolysat de levure est done trés pauvre en acide p-aminoben- 
zoique ; celui-ci ne peut étre tenu pour responsable que d’une 
trés faible partie de son action antisulfamide, Cette conclusion 
est en accord avec celle de Loomis, Hubbard et Neter [8] et de 
Tabone, Nitti et Mousset [9]. 

Tous les Strigomonas ne réagissent pas de la méme facon au 
sulfamide. Strigomonas culicidarum, en eau peptonée additionnée 
d’hémine s’est montré insensible A l’action du p-aminophényl 
sulfamide M/72. Ceci peut tenir ou bien & une moins grande sensi- 
bilité au sulfamide ou bien a une plus grande sensibilité a l’égard 
des antisulfamides de la peptone, qu’il s’agisse soit des antisulfa- 
mides non spécifiques, soit de l’acide p-aminobenzoique qui pour- 
rait exister dans ]’eau peptonée a des dilutions telles que Strigo- 
monas oncopelti ne le mettrait pas en évidence. 


Conciustons. — Le développement du flagellé Trypanosomide 
Strigomonas oncopelti est inhibé par le p-aminophényl sulfamide. 
Cette action est neutralisée par Vacide p-aminobenzoique a une 
concentration 264.000 fois inférieure a celle du p-aminophény] 
sulfamide. ; 

L’acide o-aminobenzoique M/50 est également inhibiteur. Son 
action est neutralisée par l’acide p-aminobenzoique M/1,9 x 10’. 

Le flagellé peut étre utilisé pour la détection et le dosage de 
trés petites quantités d’acide p-aminobenzoique. La limite de 
sensibilité dans les conditions que nous avons déterminées est 
comprise entre M/1,9 x 107 et M/3,8 x 107. 
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ACTION SUR L’ORGANISME 
DE LA p-AMINOPHENYLSULFAMIDO-2-PYRIMIDINE 
ET DE LA METHYLDIAZINE (°*) 


par René MARTIN, Bernarp SUREAU et Yvonne JOYEUX. 


Depuis plus de six mois nous utilisons, en liaison étroite avec 
le D® Nitti que nous tenons a remercier pour tous les précieux 
renseignements qu’il a bien voulu nous donner, la p.aminophényl- 
sulfamido-2-pyrimidine ou sulfapyrimidine-2616 RP (adiazine, 
sulfadiazine dans les pays de langue anglaise ; pyrimal, débénal, 
dans les pays de langue allemande) et son dérivé monométhylé 
2632 RP (méthyldiazine, percoccide) dans le traitement de diverses 
affections microbiennes. Nous avons indiqué, par ailleurs, les 
résultats remarquables que la thérapeutique est en droit d’attendre 
de ces nouveaux dérivés sulfamidés ; nous voudrions, aprés un 
bref rappel de leurs caractéristiques chimiques, exposer quelques 
faits concernant les réactions de |’organisme a ces produits : toxi- 
cité, tolérance, modes d’absorption, de répartition et d’excrétion. 


* 
* * 


La p.aminophénylsulfamido-2-pyrimidine, synthétisée en 1940 
par Roblin, puis étudiée par Long en Amérique et Schering en 
Allemagne, est une sulfamide comportant un noyau pyrimidine : 
cette particularité rend sa fabrication trés délicate. Elle a pour 
formule 
N= CH N = CH 


S0,—< NH ogc. cu SO, — NHC& aN 

BGA Nw — co fieos QS 

C C 
a ys Ho Re ae 
Hcl cu Hcl ca 

UL 
G— NH, ae NH, 
Sulfadiazine. Méthyldiazine. 


La méthyldiazine differe de la sulfadiazine par l’adjonction d’un 
radical méthyle en méta sur le noyau pyrimidine. On connait éga- 


(*) Note présentée & la séance du 3 février 1944 de 1’Association des 
Microbiologistes de langue francaise. 
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lement le dérivé diméthylé (2633 RP), trés actif, mais trop toxique 
pour étre utilisé en thérapeutique. 


* 
* 


La pharmacologie de la sulfadiazine est liée a l’expérimentation 
sur l’animal, particuliérement sur la souris. Feinstone, Williams, 
Wolff, Huntington et Crossley ont établi que la dose toxique aigué 
du produit per os est supérieure 4 10 g. par kilogramme de poids. 
Pour le sel de soude injecté par voie parentérale cette dose toxique 
varie entre 1,50 et 1,75 g. par kilogramme de poids, dose corres- 
pondant a une concentration de 175 a 200 mg. de sulfamide 
pour 100 dans le sang. Le sulfathiazol est toxique a 80 mg. 
pour 100, la sulfapyridine & 65 mg. pour 100. 

La toxicité chronique de la sulfadiazine nécessite chez le singe 
une dose plus élevée que pour le sulfathiazol ou la sulfapyridine. 
Car lacétylsulfadiazine est plus soluble dans les urines que les 
dérivés acétylés de la sulfapyridine et du sulfathiazol ; en outre, 
les formes conjuguées de l’adiazine se trouveraient dans l’orga- 
nisme dans des proportions plus faibles que celles de la sulfa- 
pyridine. 

L’étude de la concentration sanguine obtenue en fonction du 
sulfamide administré n’a donné que des résultats peu précis, 
variant d’une espéce a l’autre et méme d’un sujet a |’autre. 

La sulfadiazine est donc trés peu toxique : Bruno Schmidt, qui 
Vutilise pour le traitement des méningites otogénes, écrit qu’il n’a 
pas observé d’incidents et qu’elle est trés bien supportée, méme 
chez l’enfant et a trés hautes doses. Schreus et Schélzke font’ les 
mémes constatations au cours du traitement des gonococcies. 

Jusqu’ici les auteurs n’ont utilisé la sulfadiazine qu’a des doses 
orales n’excédant pas 10 g. par jour pour un adulte de 60 kg. 
environ, soit au maximum 20 cg. par kilogramme de poids. Nous 
avons été amenés a dépasser de beaucoup ces: doses sans avoir 
a noter d’incidents sérieux : chez tous nos malades nous avons pra- 
tiqué des numérations sanguines avec formule; ces examens 
répétés n’ont montré que des altérations négligeables. Monique 
Th..., fillette de cing ans, pesant 15 kg., a recu 18 g. de sulfamide 
dont 12 g. de sulfadiazine per os et 6 g. de 1162 F par vole sous- 
cutanée par vingt-quatre heures, soit 1,20 g. par kilogramme de 
poids ; cette fillette avait présenté une intolérance absolue a I’ad- 
ministration de 12 g. de 1162 F, quelle que soit la voie d’introduc- 
tion ; aucun incident ne s’est produit. Un autre malade, agé de 
dix-sept ans, pesant 50 kg., a pu absorber jusqu’a 40 g. par jour 
de méthyldiazine sans difficulté. 

La toxicité chronique des diazines est également trés faible. Un 
de nos malades atteint d’endocardite infectieuse recoit 10 g. de 
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méthyldiazine par jour depuis deux mois sans que ]’on ait pu 
remarquer aucune trace d’intoxication. Parmi nos malades nous 
n’avons observé qu'un cas de leucopénie sérieuse chez la petite 
malade dont nous avons parlé; cette enfant avait regu 550 g. de 
sulfamides dont 350 de sulfadiazine en moins de deux mois. Cet 
incident a régressé assez rapidement dés la fin du traitement. 


* 
* Ok 


Tous les auteurs notent la tolérance remarquable de ces nou- 
veaux produits. Les petits incidents tels que céphalée, douleurs 
giastriques, nausées, vomissements, étourdissements, bourdonne- 
ments d’oreilles, névrites, cyanose, éruptions diverses ne se pro- 
duisent qu’exceptionnellement, méme apres |’administration de 
doses élevées et prolongées ; nous n’avons observé avec la sulfa- 
diazine et la méthyldiazine ni atteinte rénale, ni lésions des voies 
urinaires, ni hématuries. Cet avantage doit étre attribué au fait que 
les dérivés acétylés des diazines sont beaucoup plus solubles que 
les autres sulfamides acétylés et plus solubles que les diazines 
elles-mémes (Roblin, Williams, Winnek et English) ; nous emprun- 
tons 4 Vonkennel les chiffres suivants : 

Solubilité des diazines et de leurs dérivés acétylés dans une solu- 
tion de phosphate M/15 en fonction du pH : 


PRODUIT 


GIRS «eee | 0,694 0,704 0,698 0,694 
Acétyl 162F ...... 0,144 0,144 0,144 0,143 
Adiaaine\ ue en eae 0,0087 0, 0104 0,033 0,027 


et Noa tan 0,0132 


Ces chiffres d’ailleurs n’ont qu’un intérét restreint. I] existe dans 
les urines des substances solubilisantes qui permettent d’y obtenir’ 
des concentrations beaucoup plus élevées. Certains de nos malades 
ont éliminé la sulfadiazine et la méthyldiazine 4 des concentrations 
dépassant 1.200 mg. pour 100, sans incident. Notons toutefois avec 
Kriger-Thiemer |’intérét qu'il y a d’alcaliniser le plus possible des 
urines, Schélzke et Mussgnug, estimant que le foie est particulié- 
rement exposé aux lésions par les sulfamides, ont recours pour 
étudier la tolérance de la sulfadiazine aux épreuves préconisées 
par Schreus, Gahlen et Nurnberger 4 propos du prontosil et de 
Valbucid. Ils dosent Vurobiline dans les urines et la bilirubine 
dans le sang, pratiquent la réaction de Takata-Ara sur le sérum 
sanguin et font l’épreuve de la galactosurie provoquée selon la 
méthode de Bauer : sur 66 dosages d’urobiline, 2 seulement sont 
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augmentés, la réaction de Takata-Ara est deux fois douteuse et 
le taux de la bilirubine reste constamment normal, ainsi que 
lépreuve de galactosurie provoquée. 

Nous n’avons observé que quelques nausées et quelques pous- 
sées érythémateuses avec prurit; ces manifestations, qui appa- 
raissent dés le début, sont le plus souvent fugaces et n’empéchent 
pas de continuer le traitement. Il nous faut toutefois signaler un 
incident que nous avons vu se reproduire a plusieurs reprises 
chez deux de nos malades atteints de maladie d’Osler. Nous étu- 
dions dans une autre communication le mécanisme de cette into- 
lérance. 

Le premier malade présente au huitiéme jour d’une cure de 
méthyldiazine 4 doses progressivement croissantes des phénoménes 
dintolérance avec température a 39°, violentes céphalées frontales, 
inappétence entrainant la suspension du traitement; en méme 
temps apparaissent des signes méningés, une ponction lombaire 
pratiquée trois jours plus tard montre un liquide purulent, légé- 
rement teinté de sang, contenant 2.300 éléments, dont 75. p. 100 
de polynucléaires. Le traitement est repris le lendemain de cet 
examen ; tandis que tout rentre dans l’ordre, le malade prend 
15 g. de sulfadiazine sans inconvénient ; au neuviéme jour de ce 
traitement la température remonte, le malade fait une éruption 
exanthématique généralisée avec prurit; le lendemain nouvelle 
réaction méningée avec 8.500 éléments. Le traitement est 4 nouveau 
suspendu. Repris avec de la méthyldiazine vingt jours plus tard, 
il doit étre interrompu au bout de quatre heures (le malade a recu 
3 g. du produit) du fait de Vintolérance : éruption, céphalées vio- 
lentes, raideur de la nuque. Depuis, le traitement a été repris sans 
incident. Notre second malade a présenté a deux reprises des 
phénoménes semblables. 

* 
* x 

L’étude de l’absorption et de |’élimination des diazines est due 
principalement aux Américains. Peterson, Strauss, Laskey-Tay- 
lor et Finland administrent une dose unique de 5 g. de sulfa- 
diazine 4 des sujets ambulants, exempts d’affection rénale. Ils 
constatent que la. concentration sanguine est atteinte immédiate- 
ment si le produit a été injecté par vole veineuse, au bout de deux 
a trois heures avec une injection parentérale, au bout de six heures 
aprés une administration per os. Quelle que soit la voie d’intro- 
duction du médicament, 60 p. 100 passent dans les urines au cours 
des vingt-quatre premiéres heures, 75 p. 100 au cours des trois 
premiers jours. Reinhold, Flippin, Schwartz et Domm arrivent a 
des conclusions analogues. Plummer:et Ensworth étudient l’éli- 
mination d’une dose unique de 2 g. de sulfadiazine : au bout de 
douze heures, 0,359 g. de sulfamide libre et 0,202 g. de sulfia- 


ar 
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mide conjugué sont éliminés ; au cours des douze heures qui sui- 
vent, les reins éliminent encore 0,213 g. de sulfamide libre et 
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0,183 g. de sulfamide conjugué. Sadust et Tredway confirment ces 
résultats 3 Vélimination de la sulfadiazine est plus lente que celle 
du sulfathiazol. Cette particularité, jointe 4 son absorption relati- 
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vement rapide, que posséde également le 693, est précieuse au 
cours de la lutte contre les germes du type pneumocoque, qui ne 
subissent que lentement l’action des sulfamides. 

Chez tous nos malades nous avons pratiqué des dosages quoti- 
diens de sulfamide libre et conjugué dans le sang et les urines. 
Grace a, la tolérance parfaite des diazines, permettant l’adminis- 
tration de doses considérables de produit, nous avons obtenu dans 
le sang et le liquide céphalo-rachidien de nos malades des concen- 
trations extrémement élevées ; c’est ainsi que nous avons main- 
tenu chez Monique Th... une concentration dans le liquide céphalo- 
rachidien de 64 mg. p. 100 pendant quatre jours. Cette concen- 
tration est restée supérieure 4 50 mg. p. 100 pendant vingt jours. 
Couramment, nous avons atteint dans le sang des doses de 25 a 
30 mg. p. 100. L’administration des diazines nous a permis a plu- 
sieurs reprises de constater un fait sur lequel nous nous propo- 
sons de revenir : l’association d’un sulfamide du type 1162 F aux 
diazines permet d’obtenir dans les humeurs des concentrations 
en sulfamides plus élevées que celles obtenues avec les diazines 
seules. Le nourrisson C... recoit pendant quarante-huit heures 5 ¢. 
de méthyldiazine par jour ; le taux des sulfamides dans le liquide 
eéphalo-rachidien s’équilibre aux environs de 12 mg. p. 100. Les 
jours suivants, il regoit 3 g. de méthyldiazine et 2 g. de 1162 F 
par jour ; la concentration atteint dés le lendemain 26 mg. p. 100. 
Par la suite on lui administre 4 g. par jour de méthyldiazine et 
3 g. de 1162 F ; le liquide céphalo-rachidien contient 45 mg. de 
sulfamide p. 100. Quelques jours. plus tard, la méthyldiazine est 
remplacée par une méme dose de sulfadiazine ; la concentration 
dépasse 50 mg. p. 100. 

Nous rapportons ici les courbes oblenues pour un de nos 
malades traité par différentes doses de diazines per os uniformé- 
ment réparties sur les vingt-quatre heures. Le sang n’a_ atteint 
sa concentration maxima que vers le cinquiéme et sixiéme jour, 
suivant une courbe de croissance rectiligne ; aprés la cessation du 
traitement la concentration tombe de moitié en vingt-quatre heures ; 
puis elle diminue peu 4 peu, en quatre ou cing jours le sang ne 
contient plus de sulfamides. L’acétylation est négligeable. Les 
diazines passent rapidement dans les urines; au bout de vingt- 
quatre heures la concentration atteint la moitié de la concentration 

-moyenne au cours du traitement ; celle-ci est atteinte vers le troi- 
siéme ou le quatriéme jour. Aprés la fin du traitement, |’ élimina- 
tion se fait lentement en cing ou six jours. L’acétylation est faible 
et oscille entre 1/4 et 1/3. 


* 
*K * 


La sulfadiazine et la méthyldiazine sont des produits de choix 
de la chimiothérapie. Ils sont les sulfamides les moins toxiques 
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pour une efficacité égale. L’organisme les tolére d’une fagon 
remarquable. Les quelques incidents observés sont bénins. Nous 
ne saurions trop insister sur les possibilités thérapeutiques que 
nous ouvre I’administration des doses élevées et prolongées. qui 
permettent d’obtenir des concentrations énormes dans le liquide 
céphalo- rachidien et: dans le sang, A.notre connaissance jamais 
atteintes jusqu’é ce jour, efficaces contre des germes méme trés 
sulfamido-résistants. 
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ASSOCIATION DES MICROBIOLOGISTES 
DE LANGUE FRANCAISE 


(Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Roux, Paris, 16°.) 


Séance du 43 avril 1944. 


COMMUNICATIONS (SUITE ET FIN) 


DETERMINATION 
DU POUVOIR PYRETOGENE DE QUELQUES VACCINS 
ETUDE EXPERIMENTALE 


par M. GALLIX. 


Il nous a semblé un peu paradoxal de voir employer comme agents 
pyrétogénes des vaccins dont le mode de préparation est souvent choisi 
en vue de réduire les réactions post-vaccinales, dont la principale est 
la fiévre. Aussi avons-nous effectué une étude comparative de quelques 
vaccins, utilisés assez couramment en clinique comme agents pyré- 
togénes. 

Dans le premier travail, nous nous sommes proposé de voir si cer- 
taines espéces bactériennes avaient une aptitude particuliére a cet 
égard. Nous comptons examiner ensuite la possibilité d’améliorer |’effet 
thérapeutique de choc thermique en employant des vaccins préparés 
dans un but purement pyrétogéne et non plus dans un but antiinfec- 
tieux. 


Notre étude a porté sur les préparations suivantes : 

N° 1. — Bouillon vaccin antipyogéne (1). 

N° 2. — Vaccin antipyogéne. Emulsion aqueuse. Titre 6 milliards 
et autolysat. 

N° 3. — Vaccin antichancrelleux. Emulsion aqueuse. Titre 225 mil- 
lions. 

Ne 4, — Vaccin aitigedoco mace (fort et sans germes associés). 
Emulsion aqueuse. Titre 4 milliards. 

N° 5. — Vaccin antigonococcique (2) (faible et avec germes associes): 


Emulsion aqueuse. Titre 375 millions. 


(1) Nous avons utilisé le vaccin de Delbet. 
(2) Il s’agit de vaccins préparés suivant la technique de Ch. Nicoire et 
DuRAND. 


op 
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Nos essais ont été effectués sur le lapin qui semble ¢ire l’animal 
de laboratoire se prétant le mieux 4 ce genre de recherches. 

Les animaux étaient choisis. d’un poids voisin de 2 kg., mis & jeun 
et isolés douze heures avant le début des expériénces. 

Avant injection du vaccin a essayer, la température rectale était 
prise trois ou quatre fois, de demi-heure en demi-heure, et seuls les 
animaux dont la température normale était assez stable (variation de 
1 A 2/10 de degré) étaient retenus. 

Apres l’injection, la température continuait 4 étre prise chaque 
demi-heure, pendant quatre heures pour certains essais, pendant huit - 
heures pour d’autres, les animaux étant toujours maintenus au calme 
dans le méme local et manipulés sans brutalité. 

A part le. bouillon-vaccin (n° 1) “qui a été utilisé par la voie sous- 
cutanée, tous les autres ont été injectés par la voie endo-veineuse 
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Temps en Yo heures 
Iic. 4. — Action pyrétogéne comparée du bouillon-vaccin antipyogéne n° 1 
(courbe 1), du bouillon de viande peptoné a 1 p. 100 (courbe 2) et d’une 
émulsion yaccinale faible (courbe 3). 


(veine marginale de l’oreille du lapin). La dose injectée a été de 2c. c. 
pour. tous les vaccins. 

Le méme produit a toujours été essayé sur plusieurs lapins et chaque 
expérience a toujours été faite en prenant des animaux témoins qui 

. recevaient 2 c..c. d’eau salée 4 8 p. 1.000. 

Les résultats de chaque expérience ont été consignés sur un gra- 
phique portant en abscisses les temps exprimés en demi-heures, 1’ori- 
gine des temps étant le moment ot: le vaccin est injecté, et en ordon- 
nées les différences de température en dixitme de degré, la tempé- 
rature moyenne avant l’injection étant prise comme origine. . 

Le peu de place dont il est possible de disposer ne nous permet 
de joindre a ce texte, A titre d’exemple, que quelques-uns des gra- 
phiques que nous avons obtenus. 

Comparativement au bouillon-vaccin antipyogéne n° 1, nous avons 
recherché le pouvoir pyrétogéne du bouillon peptoné qui sert de base 
4 sa préparation dans le but surtout de déterminer la part qui revient, 


dans l’effet thermique, au bouillon peptoné et celle due aux éléments 
microbiens, 
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Enfin, nous avons étudié un vaccin antichancrelleux et un vaccin 
antigonococcique préparés suivant la technique de Ch. Nicolle, mais 
-ayant la méme ‘densité optique que le vaccin antigonococcique fort n° 4. 

Les conclusions qu’on peut tirer de nos essais sont les suivantes : 

1° On retrouve chez le lapin la réaction thermique qui fait employer 
en clinique certains vaccins comme agents pyrétogénes. : 

2° Bouillon-vaccin antipyogéne n° 1. — Parmi les vaccins que nous 
avons examinés, le vaccin antipyogéne de Delbet (n° 1) occupe une 
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Fic. 2. — 4, témoin; 2, vaccin antichancrelleux normal ou antigonococcique 
faible (n° 3 et n° 5); 3, vaccin antipyogéne n° 2; 4, vaccin antigonococcique 
renforcé; 5, vaccin antigonococcique fort n° 4; 6, ,vaccin antichancrelleux 
renforcé. 


place particulitre, tant par sa composition — bouillon-vaccin — que 
par la voie sous-cutanée par laquelle on |’administre. 

L’onde fébrile qu’il provoque est d’intensité. moyenne et d’assez 
longue durée (fig. 1). 

3° Bouillon peptoné de viande. — La réaction thermique donnée 
par le bouillon de viande peptoné est inférieure a celle du bouillon- 
vaccin antipyogéne A la fois par la précocité, l’intensité et la durée. 
L’action. surajoutée de 1’élément bactérien est donc certaine (fig. 1). 
_ 4° Emulsions aqueuses [vaccins n® 2, 3, 4 et 5] (fig. 2). — Sans pré- 
juger de l’intensité, les Gmulsions aqueuses de corps microbiens don- 
nent des réactions thermiques plus précoces, mais plus bréves que 
les bouillons-vaccins. 

Bien qu’étant un vaccin antipyogéne comme le bouillon-vaccin n° 1, 
l’émulsion aqueuse vaccinale antipyogéne (n° 2) doit étre plutdt rap- 


220 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR | 


prochée des autres vaccins examinés (n°* 3, 4 et 5), qui sont, comme 
elle, des émulsions aqueuses de corps microbiens. 

De ces 4 émulsions, toutes. administrées par voie endo-veineuse, 
le vaccin antigonococcique fort (n> 4) est nettement celui qui. provoque 
londe fébrile la plus importante en élévation et en durée. A volume 
égal,~le vaccin antichancrelleux (n° 3) et le vaccin antigonococcique 
faible (n° 5) ont un effet pyrétogéne plus faible. 

Le pouvoir pyrétogéne de l’émulsion aqueuse antipyogéne (n° 2) se 
situe entre celui du vaccin antigonococcique fort (m° 4) d’une part, 
et celui du vaccin antichancrelleux (n° 3) et du vaccin antigonococcique 
faible (n° 5) d’autre part. : ; 

5° Mais il suffit d’amener la concentration en corps microbiens de 
ces deux derniers (qui est notablement plus faible) au méme titre 
que celle du vaccin antigonococcique fort pour obtenir un pouvoir 
pyrétogéne analogue. 

L’influence de la densité microbienne est donc bien nette sans pour 
cela que, par voie de conséquence, il faille considérer comme nulle 
l’influence des espéeces bactériennes utilisées. En effet, |’émulsion 
aqueuse antipyogéne, malgré sa trés forte concentration en corps mi- 


crobiens, de beaucoup supérieure 4 celle du vaccin antigonococcique - 


fort, n’a pas un pouvoir pyrétogéne aussi élevé. Il semble donc que le 


gonocoque provoque une réaction thermique plus élevée que les germes . 


pyogenes. j 

En terminant, nous insistons sur le fait que nos essais sont des 
essais expérimentaux sur le lapin dont les résultats ne sauraient étre 
transposés intégralement en clinique sans la réserve d’usage. 

Nous nous proposons de répondre plus précisément dans un pro- 
chain travail a la deuxiéme question que nous posions au début de 
cet exposé quant 4 l’intérét qu’il pourrait y avoir A utiliser, comme 
agents pyrétogénes, des préparations microbiennes effectuées spécia- 
lement dans ce but. 


(Laboratoire des vaccins Specia, Livron.) 


PRESENTATION D'UNE ETUVE A MICROSCOPE 


par R. DESCHIENS, C. JOUAN et L. LAMY. 


Les observations microscopiques relatives & la biologie, A la crois- 
sance, au cycle évolutif ou aux cultures de microorganismes, de pro- 
tistes ou d’invertébrés thermophiles nécessitent un dispositif permet- 
tant d’obtenir dans l’espace correspondant aux examens pratiqués 
une température déterminée, constante. Il en est ainsi, par exemple, 
pour l'étude des entamibes parasites de 1l’appareil digestif, des infu- 
soires de la panse des ruminants, des adultes, des ceufs et des larves 
de certains helminthes parasites. 

Plusieurs équipements permettent a des degrés divers d’obtenir ce 
résultat. L’observation peut étre réalisée dans une piéce-étuve dans 
laquelle s’installe l’observateur ; ce procédé, parfois nécessaire, est oné- 


— 
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reux et incommode s’il faut observer longtemps et si la température 
d’observation est située au voisinage de 37°. Les platines chauffantes 
du type de la platine de Malassez peuvent rendre des services pour les 
examens rapides, mais ne permettent pas de réaliser un chauffage 
régulier et homogéne, ni de faire des observations prolongées. 
L’étuve 4 microscope de Foot rend des services ; elle est constituée 
par un coffrage parallélépipédique de bois, muni de lampes chauffantes 
et d’ouvertures 4 rideau ou 4 manchettes permettant A l’observateur 
de commander les chariots ou les valets de la platine. d’un microscope 
placé a l’intérieur ; elle est pratique et d’usage courant dans les labo- 
ratoires de parasitologie, mais présente plusieurs inconvénients qui ne 
permettent pas une observation prolongée A une température constante. 
Elle est en effet dépourvue d’un régulateur de température et elle est 


Etuve & microscope. a, 6, c, vis de commande du régulateur thermique; d, 
résistance électrique; e, manchon d’acier aux boutons du chariot mobile; /, 
thermométre coudé; g, volets-coulissants; h, tige de laiton-invar du thermo- 
réguliteur; 7, coyuille d’accés a la vis micrométrique du microscope; J, 
boutons du chariot mobile du microscope. 


insuffisamment étanche, notamment au niveau des ouvertures per- 
mettant l’introduction des mains de l’opérateur. I] en résulte. que 
la température obtenue dans la boite de Foot en ordre de marche, 
peut présenter des écarts de l’ordre de 20 4 25 p. 100 par rapport a 
l’équilibre recherché, c’est-a-dire que si l’on désire observer 4 une 
température de 37° on pourra avoir, au cours d’une méme observation, 
portant sur une demi-heure par exemple, des températures se situant 
entre 29° et 44°. 

L’étuve que nous vous présentons n’offre pas ces inconvénients, elle 
est thermostable : elle est en effet pourvue d’un régulateur thermique 
du type bi-lame d’étuve bactériologique ou de thermostat, et le sys- 
tame d’emboitement du microscope et d’accés 4 ses organes de com- 
mandes assure une bonne étanchéité. La température du systéme, pour 
un réglage donné, 37° par exemple, est en équilibre 4 1/4 de degré 
prés, c’est-a-dire avec un écart possible de moins de 1 p. 100 qui cons- 
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titue une précision trés suffisante pour les recherches auxquelles il 
est destiné. 


L’étuve est construite en chéne .verni d’environ 2 cm. d’épaisseur, | ses 
dimensions intérieures sont : 32 cm. en largeur, 26 cm. d’avant en arriere, 
et 185 cm. en hauteur moyenne, l’avant étant légérement plus haut que 
larriére. 

La paroi antérieure, coté avant du microscope, est vitrée pour permettre 
Yéclairage du miroir du statif; la paroi postérieure est faite d'une porte 
ouvrante par laquelle Yopérateur place la préparation sur la platine. Enfin, 
la paroi supérieure inclinée est constituée par deux volets coulissant dans 
une glissiére rainure et venant enserrer le tube et la potence du microscope 
aussi exactement que possible grace & des échancrures appropriées. 

Il est nécessaire d’accéder aux deux commandes rapide et lente, de mise 
au point, dune part, aux deux boutons du chariot mobile d’autre part. . 

La commande du mouvement rapide par crémaillére est assez haut placée, 
tout a fait hors de l’étuve, donc trés accessible. Dans les anciens statifs 
A vis micrométrique verticale, dans le tube vertical de la potence, le bouton 
de commande du mouvement lent est également hors de létuve. Pour les 
statifs modernes A vis micrométrique latérale, il a fallu échancrer le volet 
supérieur droit, et fixer, dans cette entaille, une sorte de coquille creuse 
passant en dessous de la commande du mouvement lent ; un feutre assure 
une étanchéité suffisante en ce point. 

Les commandes du grand chariot de Stiassnie par deux boutons concen- 
triques ont été -rendues facilement accessibles du cété gauche de l’étuve 
en disposant, sous une ouverture circulaire de 10 cm. de cette paroi, un 
manchon cylindrique qui permet, 4 la main, Vaccés commode aux deux 
boutons ; le fond du manchon est fait d’un feutre ou d’un-drap tendu, fendu 
horizontalement pour laisser passer l’axe des boutons de commande. Dans 
Yintervalle des observations, tout le manchon peut étre rempli par un gros 
tampon de coton ou obstrué par un volet extérieur. 

Le chauffage est assuré par deux résistances électriques couplées en série 
et fixées sous écrans 4 droite et 4 gauche, latéralement, de chaque cdoté du 
pied du microscope ; l'intensité que permettent ces résistances est telle que 
la température pourrait atteindre 50° environ. 

Pour obtenir la température convenable, 37° en général, un thermo-réeu- 
lateur laiton-invar.- de faible capacité calorifique est disposé transversale- 
ment a la hauteur de la platine du microscope et en avant, avec réglage 
extérieur 4 l’étuve ; il maintient & 1/4 de degré prés la fixité de la tempé- 
rature en ce point. 

_Enfin, un thermométre coudé dont le réservoir descend auprés de la pla- 
tine, et dont la tige graduée est fixée horizontalement sur le dessus de 
’étuve, permet de contrdler, avec commodité, les variations de température. 


Avec cet équipement, l’observation microscopique prolongée, entre 
30° et 40° en goutte pendante, en chambre humide de Ranvier, en 
micro-aquarium et en chambre A gaz ou & vapeurs peut étre facilement 
réalisée et dirigée. Nous nous sommes attachés A mettre au point un 
appareil précis, mais simple, robuste et d’un prix de revient peu élevé ; 
il comportera, dans des temps plus faciles, un luxe inévitable de per- 
fectionnements, mais tel qu’il est, il représente un matériel pratique 
et une amélioration par rapport a ses devanciers. 


(Institut Pasteur. Groupe des services de Parasitologie.) 
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Séance du 4 mai 1944. 


PRESIDENCE DE M. Nort BERNarb. 


COMMUNICATIONS 


INTRADERMO-REACTIONS ET ALLERGIES 
COMPAREES A LA TUBERCULINE 
ET AUX ANTIGENES TYPHO-PARATYPHOIDIQUE 
ET DIPHTERIQUE 
AU COURS D’AFFECTIONS 
DU TISSU RETICULO-ENDOTHELIAL ET LYMPHOIDE 


par R. SOHIER. 


Etant_donné la fréquence avec laquelle on constate la négativité des 
réactions tuberculiniques, au cours des affections atteignant électi- 
vement le tissu réticulo-endothélial et lymphoide, il pouvait étre de 
quelque intérét d’étudier, selon la méthode précédemment rappelée; 
le comportement du tégument vis-a-vis d’autres antigénes typho-para- 
typhoidique et diphtérique révélateurs d’allergies spécifiques (acquises 
comme il arrive fréquemment pour la tuberculose de fagon occulte) 
et de suivre 1’évolution des intradermo-réactions. 


Sur 4 sujets atteints de la maladie de Besnier-Beeck-Schaumann (toutes 
contrélées par biopsie et, négativité des inoculations au cobaye), lors de 
notre premier examen, 3 (F..., quinze ans; C..., trentequatre ans, et 
M..., itrente-huit ans) avaient leurs 3 intradermo-réactions (I. D.) négatives. 
L’un, D..., consérvait une I. D. positive au T.A.B. Observés pendant une 
période allant de quinze A deux mois, ces sujets ont permis les constate- 
tlons suivantes : 

Pour 3 dentre eux, les réactions ne se sont pas modifiées. Les trois 
premiers, F... et C... ont, Pun pendant quinze mois, au bout desquels il a 
guéri- complétement, lV’autre pendant deux mois, conservé leur réactivité 
compléte aux trois antigénes ; le troisiéme, D..., a pendant cinq mois cons- 
tamment présenté une I. D. positive seulement au T.A.B. Quant eu qua- 
triéme, M..., on a vu apparaitre aprés onze mois une positivité légere de 
la réaction tuberculinique et également de celle au T.A.B. 

Deux sujets atteints de la maladie de Hodgkin avaient inifialement une 
I. D. tuberculinique et une anatoxi-réaction diphtérique négatives, alors 
quwils réagissaient 4 Vantigéne typho-paratyphoidique. L’un d’eux n’a pu 
étre observé que pendant deux mois. L’autre suivi pendant sept mois, aprés 
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avoir réagi plusieurs fois au T.A.B. ‘alors que IT. D. tuberculinique restait 
négative, a eu tous les tests cutanés négatifs quatorze jours avant sa mort. 

Citons enfin deux malades : lun présentait une image micronodulaire 
pulmonaire A l’exclusion de tout.autre symptome, avec un état général 
floride et apyrétique, considérés comme relevant vraisemblablement dune 
maladie de Besnier-Beeck-Schaumann, mais dont la preuve n’a pu étre 
apportée. Initialement les réactions étaient dissociées (tuberculine négative, 
T.A.B. et diphtérie positives), aprés six mois, alors que les lésions pulmo- 
naires avaient notablement rétrocédé, VJ. D. tuberculinique devenait posi- 
tive, les autres I. D. restaient inchangées. L’autre, ayant une adénopathie 
médiastine importante de nature indéterminée, avec un bon état général 
et apyrexie, avait 4 deux mois d'intervalle des tests cutanés tuberculiniques 
et diphtériques négatifs, alors que I'l. D. typho-paratyphoidique restait 
positive. 


Les constatations précédentes peuvent se résumer comme suit : 

Au cours d’affections frappant le tissu réticulo-endothélial et lym- 
phoide, considérées jusqu’a plus ample informé comme de nature non 
tuberculeuse, telles que la maladie de Besnier-Boeck-Schaumann, ou 
la maladie de Hodgkin, on observe parfois une dissociation des tests 
cutanés d’allergie. Lorsqu’une réaction reste positive, les autres étant 
négatives, c’est habituellement II. D. typho-paratyphoidique. Cette 
réaction peut a son tour:devenir négative peu de temps avant la mort. 

Si toutes les I. D. sont initialement négatives et que la réaction 
tuberculinique devienne positive, il arrive que simultanément II. D. 
typho-paratyphoidique apparaisse également positive. 

On en viendrait donc a admettre pour l’instant, d’aprés ces quel- 
ques observations, qui devront étre complétées par d’autres, que les 
processus touchant le systéme réticulo-endothélial ne suspendent pas 
toujours simultanément toutes les réactions d’allergie spécifique, sauf 
peu de temps avant la mort. Comme il semble que tout en ayant leur 
spécificité, les manifestations allergiques 4 divers antigénes sont régies 
par un méme systéme, on peut supposer qu’un méme processus peut 
atteindre inégalement les réactions dépendant d’antigénes différents, 
dont les seuils d’action sont eux aussi différents. 


Le Gérant : G. Masson. 
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EXTRAIT DES STATUTS : ue hiaeec 
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Article premier. — L’association dite Association des Microbiologistes 


de Langue Frangaise, fondée en 1937 Paris, a pour but de grouper les 
Microbiologistes de langue francaise et de créer entre eux un lien. Elle. 


a son siége a Paris. , 
_ Elle se compose de membres nationaux et de amabres étrangers de 
toutes langues. 

La langue francaise est la langue officielle des Congrés de i'Assootadioik 


Art. 2. — Elle est instituée uniquement pour l’étude et la discussion 
en commun de toutes les branches de la Science microbiologique. 


Art. 3. — Peut faire partie de ]’Association toute personne remplissant 


-une fonction scientifique dans un laboratoire de Microbiologie (Microbio- 


logie, Pathologie infectieuse, Immunologie, Chimiothérapie, Cancérologie), 
ou ayant publié des travaux de Microbiologie. 
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Art. 9. — Les auteurs des communications ‘et démonstrations. devront 
étre membres de |’Association. Les étrangers 4 l’Association ne seront 
acceptés comme auteurs, que s’ils ont pour co-signataires un membre de 


l’Association, ou s’ils ont été invités par le Bureau a faire une communi- / 


cation, ou si un membre de |’Association ayant assisté aux recherches 
rapportées se charge de discuter le travail en séance. 


Les membres francais de )’Association constituent ipso facto et de 
plein droit, la SECTION FRANGAISE de l’ASSOCIATION INTER- 
NATIONALE DE MICROBIOLOGIE. 


En dehors des Congrés, dont la périodicité et la date sont fixées 
par lAssemblée Générale sur la proposition du Bureau, |’ Associa- 
tion se réunit en séances consacrées a des communications scien- 
tifiques, le premier jeudi de chaque mois (acdt et septembre exceptés), 


-a 16 heures. Les séances ont lieu au Grand Amphithéatre de |’Institut 


Pasteur ; elles sont publiques. 

Les .membres désirant présenter des communications sont. priés 
d’en aviser le Secrétaire général, et de lui en communiquer Je titre, 
pour permettre |’établissement de l’ordre du jour de la réunion. 

<Le texte des communications doit étre remis a la séance, établi 
ne varietur, en exemplaire dactylographié original. La bibliographie 
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des auteurs cités sera établie, Seuform anon aux. yegles admises par | 
l’ Association Internationale de: Microbiologie, dans l’ordre suivant: 
nom,de l’auteur, titre du périodique (en abrégé et en italiques), : 
année de publication, tome (en chiffres arabes gras), page. Les 
signes t., p., etc., sont supprimés. Les abréviations des noms de 
périodiques courants figurent sur une liste: qui sera adressée aux 
auteurs sur leur demande. Les figures illustrant le texte doivent étre 
‘remises avec leurs clichés typographiques, sinon il pourra en résulter 
des délais de publication. La Rédaction se charge, le cas échéant, 
“ de faire faire tous les dessins, graphiques, tracés, et de faire clicher, 
aux frais des auteurs, tous les documents qui lui seront adressés a 
temps, soit huit jours au.moins avant la séance, pour parulien dans 
le numéro suivant des Annales de lI’ Institut Pasteur. 

En raison des restrictions apportées aux publications par les 
circonstances actuelles, le texte de chaque communication ne pourra — 
occuper plus de deux pages de emplacement réservé dans les 
Annales de l'Institut Pasteur, soit environ 1.200 mots. Les références — 
_ bibliographiques et les clichés, s'il y en a, seront compris dans cet 
espace. Toute communication dépassant ce maximum sera retournée 
& son auteur, ou devra avoir été préalablement acceptée par la 
Rédaction des Annales de I’ Institut Saint, pour y parattre en . 
Mémoire. 

Le Secrétaire itera P. Lépre. 


Cae 


Séancés du 13 avril et du 4 mai 1944. 
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